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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; полиненасыщенные жирные кислоты: АА – арахидоно-
вая, DHA – докозагексаеновая, ЕРА – эйкозапентаеновая; АЕА – эндоканнабиноид анандамид; AMPK – AMP-активи-
рованная протеинкиназа; COX – циклооксигеназы; ECAR – скорость внеклеточного закисления; HG – высокая концен-
трация глюкозы; IL – интерлейкин; LPS – липополисахарид; NG – нормальная концентрация глюкозы; OCR – скорость 
потребления кислорода; TNFα – фактор некроза опухолей; PG – простагландины.
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Установление взаимосвязи между воспалительными ответами и энергетическим метаболизмом важ-
но для понимания биологии хронических неинфекционных заболеваний. Использование метфор-
мина, препарата для лечения диабета, рассматривается как перспективное направление для терапии 
нейродегенеративных заболеваний и других нейропатологий с воспалительной компонентой. Астро-
циты играют важную роль в регуляции энергетического метаболизма и нейровоспаления, поэтому 
в работе исследовали влияние метформина на клеточные ответы первичных астроцитов крысы, куль-
тивируемых в среде с повышенной концентрацией глюкозы (22,5  мМ, инкубация в течение 48  ч). 
Как  воспалительный стимул использовали липополисахарид  (LPS). Эффекты метформина оцени-
вали по изменению экспрессии провоспалительных цитокинов и синтеза оксилипинов, детекти-
руемых методом сверхэффективной жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии 
(UPLC-MS/MS). Изменения на внутриклеточном уровне оценивались по анализу фосфорилиро-
вания ERK-киназы и транскрипционного фактора STAT3, ферментов синтеза оксилипинов цикло-
оксигеназы 1 и 2  (COX). Получено, что независимо от концентрации глюкозы метформин снижал 
LPS-стимулированное высвобождение цитокинов IL-1β и IL-6, активность транскрипционного 
фактора STAT3, киназы ERK, синтез производных циклооксигеназной ветви метаболизма оксилипи-
нов и анандамида и не влиял на образование АФК. Исследование энергетического фенотипа клеток 
показало, что метформин активировал гликолиз и ингибировал митохондриальное дыхание и окис-
лительное фосфорилирование независимо от стимуляции LPS и культивирования клеток при повы-
шенной концентрации глюкозы. Таким образом, показано, что метформин обладает выраженными 
антивоспалительными эффектами, а его влияние на синтез цитокинов, простагландинов и других ли-
пидных медиаторов может обуславливать полезные эффекты метформина в моделях нейропатологий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: астроциты, гипергликемия, цитокины, оксилипины, STAT3, ERK, АФК, полинена-
сыщенные жирные кислоты, анандамид, метформин.

DOI: 10.31857/S032097252206001X, EDN: ATTKWG

ВВЕДЕНИЕ

Наличие взаимосвязей между энергетиче-
ским метаболизмом, воспалением и различны-
ми хроническими неинфекционными заболе-
ваниями подтверждается в серии исследований, 

когда противовоспалительные или глюкозо-по-
нижающие препараты используют для лечения 
этих заболеваний. Бигуанид метформин явля-
ется препаратом первой линии (препаратом 
выбора) при лечении диабета 2го-типа. Глюко-
зоснижающий эффект метформина в первую 
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очередь объясняется его способностью регули-
ровать энергетический обмен, включая инги-
бирование глюконеогенеза в печени, снижение 
всасывания глюкозы и повышение утилизации 
глюкозы в периферических тканях  [1]. На  мо-
лекулярном уровне основным механизмом 
действия метформина, как ингибитора глюко-
неогенеза, рассматривают ингибирование ком-
плекса  I дыхательной цепи митохондрий, при-
водящее к активации AMP-активированной 
протеинкиназы  (AMPK) и зависимых от этой 
киназы процессов [2].

Исследования последних лет также пока-
зали, что метформин оказывает благоприятное 
воздействие при патологиях нервной систе-
мы [1, 3]. Все эти заболевания характеризуются 
наличием хронических воспалительных про-
цессов, определяемых на молекулярном уровне 
системой врождённого иммунитета, а также из-
менением взаимосвязи воспалительных и энер-
гетических процессов [4, 5]. Найденные на раз-
ных моделях молекулярные механизмы действия 
метформина указывают на его противовоспали-
тельные свойства, поскольку наблюдали сниже-
ние экспрессии таких маркёров воспалительно-
го процесса, как циклооксигеназа  2  (СОХ-2) и 
индуцибельная NO синтаза (iNOS), цитокинов 
TNFα, IL-6 и IL-1β [6–9]. В то же время отсут-
ствуют данные по другому классу про- и анти-
воспалительных веществ: полиненасыщенным 
жирным кислотам и их метаболитам, оксилипи-
нам. Остаётся также неясным, как проявляют-
ся антивоспалительные свойства метформина, 
когда наблюдаются и гипергликемия, и воздей-
ствие провоспалительных стимулов.

Астроциты  – это глиальные клетки, кото-
рые имеют трофическую функцию и участвуют в 
поддержании гомеостаза [10, 11]. Показано так-
же, что астроциты играют важную роль в ней-
ровоспалении [4, 11]. В настоящее время клетки 
рассматривают как объекты для создания новых 
терапевтических подходов, дающих возмож-
ность разработать методы лечения острых травм 
и хронических заболеваний центральной нерв-
ной системы [10, 12]. Помимо их особой роли в 
нейровоспалении, астроциты вносят основной 
вклад в метаболизм глюкозы в головном мозге и 
её запасание в виде гликогена [13]. Опыты in vivo 
на различных моделях заболеваний нервной си-
стемы показали положительный эффект мет-
формина и указали на важную роль астроцитов 
в этом процессе [14–17]. Эти работы положили 
начало исследованиям влияния метформина 
на различные функции астроцитов [12, 18–20]. 

Однако оставались неизученными зависимость 
эффектов метформина от адаптации астроци-
тов к разным концентрациям глюкозы и ключе-
вой вопрос: меняются ли при такой адаптации 
антивоспалительные свойства метформина. Ра-
нее нами было показано, что получение астро-
цитов и их длительное культивирование при 
высокой концентрации глюкозы сдвигают от-
веты в сторону проявления провоспалительных 
характеристик [5]. С другой стороны, показано, 
что ингибиторы окислительного фосфорилиро-
вания влияют на способность астроцитов син-
тезировать цитокины и оксилипины в ответ на 
противовоспалительные стимулы [21]. Поэтому 
данная работа была посвящена характеристике 
воздействия метформина на ответ астроцитов, 
стимулированных липополисахаридом  (LPS). 
Астроциты перед стимуляцией культивирова-
ли при нормальной (5  мМ,  NG) или высокой 
(22,5 мМ, HG) концентрации глюкозы. Прове-
дена оценка изменения цитокинов и оксилипи-
нов, дана характеристика энергетического ме-
таболизма.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. В  работе использовали следу-
ющие реактивы: липополисахарид  («Sigma-
Aldrich», США); метформин гидрохло-
рид  («Cayman Chemical Company», США); 
стрептомицин/пенициллин, трипсин, ЭДТА, 
бычья сыворотка  («ПанЭко», Россия). Культу-
ральная среда Dulbecco′s Modifi ed Eagle Medium 
(DMEM)  («Gibco», «Thermo Fisher Scientifi c», 
США). Антитела против COX-2, COX-1, p44/42 
MAPK (Erk1/2), фосфо-p44/42 MAPK (Erk1/2, 
Thr202/Tyr204,), β-тубулина, β-актин, вторич-
ные антитела, конъюгированные с пероксида-
зой хрена (кроличьи, мышиные) («Cell Signaling 
Technology», США); субстрат для вестерн-бло-
та  ECL («Thermo Fisher Scientifi c»). Дейте-
рированные стандарты оксилипинов: 6-keto 
PGF1α-d4, TXB2-d4, PGF2α-d4, PGE2-d4, 
PGD2-d4, LTC4-d5, LTB4-d4, 5(S)-HETE-d8, 
12(S)-HETE-d8, 15(S)-HETE-d8, Oleoyl Ethanol-
amide-d4, EPA-d5, DHA-d5 и AA-d8  («Cayman 
Chemical Company»). Картриджи Oasis® PRIME 
HLB (60 мг, 3 мл,) («Waters», Германия).

Первичная культура клеток астроцитов. Пер-
вичная, обогащённая астроцитами, клеточ-
ная культура была выделена из новорождён-
ных (одно-, двухдневных) крысят обоих полов 
по методике, описанной ранее  [22]. Вкратце, 
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Таблица 1. Последовательности праймеров к генам маркёров воспаления и конститутивного гена β-актина

Ген Последовательности праймеров (5′→3′)

прямой обратный

TNFα CAAGGAGGAGAAGTTCCCAA TGATCTGAGTGTGAGGGTCTG

IL-1β CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC

IL-6 CTGGTCTTCTGGAGTTCCGT TGGTCTTGGTCCTTAGCCAC

β-актин AGATGACCCAGATCATGTTTGAG GGCATACAGGGACAACACAG

крысят обезглавливали, вскрывали черепную 
коробку и извлекали мозг по кусочкам, не за-
хватывая соединительнотканные оболочки. 
Извлечённый мозг промывали охлаждённым 
раствором Пакса (137,0 мМ NaCl, 5,4 мМ KCl, 
0,44  мМ  KH

2
PO

4
, 0,3  мМ  Na

2
HPO

4
, pH  7,4) и 

последовательно перетирали через нейлоно-
вые сита с порами 250 и 136 мкм. Полученные 
клетки помещали в культуральные флаконы 
площадью 75  см2 с плотностью 6  ×  105  клеток 
на  мл и культивировали в среде  DMEM, со-
держащей глюкозу (1  г/литр), 10%  бычьей сы-
воротки  (FBS), стрептомицин  (50  ед/мл) и пе-
нициллин (50 мкг/мл), при температуре 37 °C в 
атмосфере 5% CO

2
. По истечении 5 дней прово-

дили первую смену среды с предварительным 
отделением клеток микроглии на орбитальном 
шейкере OS-20 («Biosan», Латвия), 280 об./мин, 
90 мин. Получившуюся обогащённую астроци-
тами культуру выращивали следующие 4  дня с 
заменой среды каждые 2 дня. Затем клетки про-
мывали раствором Хенкса, отделяли трипсином 
от поверхности флакона и рассеивали по шести-
луночным планшетам с плотностью 750 000 кле-
ток на лунку с добавлением среды DMEM того 
же состава. За  48  ч до стимуляции клеток LPS 
клеточную среду меняли на DMEM,  содержа-
щий глюкозу 1 г/литр или 4,5 г/литр. За 24 ч до 
стимуляции LPS к клеткам добавлялся метфор-
мин в концентрации 2,5 мМ. Для данной кон-
центрации метформина был проведён LDH-тест 
(набор для теста производства «Roсhe», США), 
результат, который показал отсутствие цитоток-
сичности в данной концентрации на клетках, 
снимали с помощью планшетного спектрофо-
тометра Synergy H4 («BioTek», США) при длине 
волны 490 нм (данные не приведены).

Оценка изменения экспрессии генов. Сум-
марную мРНК выделяли с помощью набора 
для очистки РНК GeneJET («Thermo Scientifi c», 
США) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Концентрацию РНК определяли спек-
трофотометрически с помощью спектрофо-

тометра NanoPhotometer  N («Implen», США). 
Синтез первой цепи проводили с помощью 
MMLV RT kit («Евроген», Россия) в соответствии 
с инструкцией производителя. Относительный 
уровень экспрессии генов  TNFα, IL-1β, IL-6 и 
β-актина (последовательности представлены в 
табл. 1) определяли с помощью количественной 
ПЦР с SYBR GREEN, используя коммерческий 
5× PCR-HS-SYBR микс, («Евроген»), на ампли-
фикаторе DTlite 4 («DNATechnology», Россия).

Иммуноблоттинг для оценки внутриклеточных 
изме нений. Методом иммуноблоттинга оце-
нивалось изменение фосфорилирования  ERK 
MAP-киназы и транскрипционного факто-
ра STAT3, а также изменение количества белков 
циклооксигеназ 1 и 2 (COX-1, COX-2). Для это-
го астроциты, прошедшие клеточный экспери-
мент, лизировали в буфере RIPA (50 мМ Tris-HCl 
(pH 7,4), 1% NP-40 («Sigma Chemicals», США), 
0,25%  дезоксихолата натрия, 150  мМ  NaCl, 
1 мМ ЭДТА, 1 мМ Na

3
VO

4
, 1 мМ NaF) с инги-

биторами протеаз/фосфатаз  («Roche Molecular 
Biochemicals», Германия). Концентрацию белка 
выравнивали дополнительным разведением. 
По достижении одинаковых концентраций 
образцы подвергали стандартному SDS-
электрофорезу в 10%-ном  ПААГ. Перенос 
белков на нитроцеллюлозную мембрану с раз-
мером пор 0,2 мкм («Bio Rad», США) проводили 
по методу полусухого переноса в приборе 
Trans Blot sd («Bio Rad»). Далее мембраны инку-
бировали в буфере  TBS, содержащем 5%  обез-
жиренного молока и 0,05%  (v/v) Tween  20, и 
маркировали первичными антителами против 
COX-1, COX-2, p-ERK, ERK, p-STAT3, STAT3 
и β-тубулина. После инкубации мембран с 
раствором вторичных антител анализировали 
иммуномаркирование с использованием хеми-
люминесцентного субстрата. Фотосъёмку мем-
бран проводили с применением камер фирмы 
«Bio  Rad». Для количественного анализа экс-
прессии использовали приложение QuantityOne 
4.6.9 («Bio Rad»).
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Таблица 2. Методика расчёта параметров энергетического метаболизма по скорости потребления кислорода и скорости 
внеклеточного закисления, измеряемых с помощью Seahorse XFp

Параметр Формула расчёта

Базальный гликолиз (среднее ECAR между добавлением глюкозы и олигомици-
на) – (среднее ECAR перед добавлением глюкозы)

Гликолитическая способность (среднее ECAR после добавления олигомицина) – (среднее ECAR 
перед добавлением глюкозы)

Негликолитическое закисление среднее ECAR перед добавлением глюкозы

Максимальное дыхание (среднее OCR после добавления СССР) – (немитохондриальное 
потребление кислорода)

Олигомицин-чувствительное потребление 
кислорода

(среднее OCR перед добавлением олигомицина) – (среднее OCR 
после добавления олигомицина)

Дыхательная ёмкость (максимальное дыхание) – (базальное дыхание)

 UPLC-MS/MS для детекции липидов. 
Для масс-спектрометрического анализа вы-
бросов кислот и оксилипинов в клеточную 
среду к 700 мкл клеточной среды добавля-
ли 1 мл охлаждённого метанола для осажде-
ния белков, после чего липидные  компонен-
ты экстрагировали с использованием колонок 
Oasis®  PRIME  HLB для твердофазной экс-
тракции («Waters», Германия), согласно реко-
мендациям производителя. Концентрирование 
образцов проводили в токе азота. Масс-спек-
трометрический анализ проводился с исполь-
зованием квадрупольного масс-спектрометра 
Shimadzu  8040 («Shimadzu», Япония), который 
оборудован системой ультра-ВЭЖХ  Nexera 
с использованием колонки Phenomenex  C8 
(2,1мм   ×  150  мм  ×  2,6  мкм). Регистрацию 
проводили методом мониторинга множе-
ственных реакций по методике, описанной 
ранее  [23]. Идентификацию липидов прово-
дили с помощью программного обеспечения 
LipidMediators 2.0 Shimadzu.

Определение цитокинов при помощи 
иммуноферментного анализа. Уровень высво-
божденного IL-6 был определён с исполь-
зованием коммерческого набора для 
детекции  IL-6 («BD Biosciences», США), 
согласно рекомендациям производителя. 
Детекцию проводили при помощи планшетного 
спектрофотометра Synergy H4.

Анализ выброса активных форм 
кислорода  (АФК). Детектирование АФК про-
водили с использованием коммерческого на-
бора CellROX®  Deep Red Reagent («Thermo 
Scientifi c») в соответствии с рекомендациями 
производителя. Измерения возбуждение/излу-
чение (640/665  нм) проводили на планшетном 
спектрофотометре Synergy H4.

Анализ энергетического метаболизма 
астроцитов. Энергетический метаболизм кле-
ток (скорость потребления кислорода (OCR) и 
скорость внеклеточного закисления  (ECAR)) 
оценивали с помощью прибора Seahorse  XFp 
Analyzer («Seahorse Bioscience», США) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. 
Для анализа астроциты высевали в количе-
стве 5000  клеток на  лунку и культивировали 
на планшетах Seahorse  XFp («Agilent», США) 
в течение  24  ч. Далее среду в лунках планше-
та заменяли на реакционную, состоящую из 
DMEM, 5 мМ HEPES, пирувата натрия (1 мМ), 
глутамина (2 мМ), pH 7,4. В каждую лунку вно-
сили по 180 мкл этой среды, её же добавляли в 
контрольные лунки. Далее инкубировали клет-
ки в реакционной среде в течение 40 мин в ин-
кубаторе без  CO

2
. К  клеткам последовательно 

добавляли 10 мМ глюкозы; 4,5 мкМ ингибито-
ра АТФ-синтазы  – олигомицина; 10  мкМ  ра-
зобщителя дыхания и окислительного фос-
форилирования  – СССР (карбонилцианид 
м-хлорфенилгидразон); 2,5  мкМ  ротенона 
и 4 мкМ антимицина А (ингибиторы комплек-
сов  I и III  соответственно). Далее помещали 
планшет в прибор и проводили измерения. 
После каждой инъекции регистрировали 4 вре-
менные точки с примерно 5-минутным интер-
валом между каждой инъекцией. OCR и ECAR 
анализировали с помощью программного обес-
печения Seahorse  XFp. В  соответствии с реко-
мендациями производителя рассчитывали ряд 
параметров энергетического метаболизма и 
функций митохондрий (табл. 2).

Полученные значения ECAR и  OCR нор-
мировали на количество клеток в лунках, ко-
торое определяли с помощью окрашивания 
ядер клеток с 4′,6-диамидино-2-фенилиндо-
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Рис. 1. Влияние метформина на LPS-стимулированную экспрессию генов цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-6). Первичные 
астроциты крыс предварительно обрабатывали в течение 24 ч метформином (Met, 2,5 мМ), а затем стимулировали липо-
полисахаридом (LPS, 100 нг/мл) в течение 4 ч. Экспрессию генов определяли методом qPCR, значения были нормализо-
ваны к уровням мРНК β-актина, за единицу принята экспрессия в контрольных клетках. Концентрацию IL-6 определяли 
методом ИФА, данные представлены в виде пг/мг белка. Значения представляют собой среднее ± стандартное отклоне-
ние среднего из трёх независимых экспериментов. * p < 0,05 по сравнению с клетками, культивируемыми в среде с NG; 
#p < 0,05 по сравнению с LPS-стимулированными клетками

лом  (DAPI) после метаболического анализа. 
Для этого культуры в планшетах фиксировали 
4%-ным параформальдегидом в течение 15 мин 
при 4  °С. Зафиксированные клетки окрашива-
ли раствором DAPI (300 нМ) в течение 20 мин, 
после чего получали изображения на конфо-
кальном микроскопе («Carl Zeiss», Германия). 
Далее проводили подсчёт ядер в пяти полях 
зрения для каждой лунки и, взяв среднее от по-
лученных значений, получали нормировочный 
коэффициент, в соответствии с которым кор-
ректировали полученные при анализе метабо-
лизма данные.

Статистический анализ экспериментальных 
данных. Данные выражены как сред-
нее ± стандартное отклонение. Статистическая 
значимость различий между группами 
оценивалась с помощью однофакторного 
теста ANOVA с уровнем значимости 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние метформина на LPS-стимулиро-
ванный синтез цитокинов в астроцитах, 
культивируемых при разных концентрациях 
глюкозы. Ранее было показано, что LPS дей-
ствует на астроциты через активацию толл-по-
добных рецепторов типа  4 (ТЛР4)  [24], при 
этом происходит активация синтеза провоспа-
лительных цитокинов и оксилипинов [23].  Для 
оценки влияния метформина мы проанали-
зировали LPS-стимулированную экспрессию 
генов провоспалительных цитокинов TNFα, 
IL-1β и IL-6 (рис. 1, а–в). Для IL-6 также были 
проанализированы данные по высвобождению 
белка  (рис.  1,  г). Сравнивали клетки, культи-
вируемые перед добавлением стимула 48 ч при 
5  мМ  (NG, нормальная концентрация глюко-
зы) и 22,5  мМ  (HG, модель клеточной гипер-
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Рис. 2. Влияние метформина (Met) на высвобождение оксилипинов и полиненасыщенных жирных кислот в астроцитах, 
стимулированных LPS, и экспрессию ферментов СОХ-1 и СОХ-2. Первичные астроциты крыс предварительно обраба-
тывали в течение 24 ч метформином (Met, 2,5 мМ), а затем стимулировали липополисахаридом (LPS, 100 нг/мл) в тече-
ние 4 ч. Концентрации липидов в супернатантах измеряли с помощью сверхэффективной жидкостной хроматографии 
и тандемной масс-спектрометрии ( UPLC-MS/MS). а – На тепловой карте показаны относительные количества каждого 
липидного медиатора по сравнению с контролем NG. На вертикальной оси отмечены клеточные стимулы, а на гори-
зонтальной оси отложено относительное количество каждого липидного медиатора. Метаболиты были разделены на: 
липоксигеназный (LOX), циклооксигеназный (COX) и цитохромный/неферментативный (CYP/NE) пути, участвующие 
в их синтезе. б  и  в  –  Уровни белка COX-1 и  COX-2 оценивали с помощью вестерн-блота и нормализовали по отно-
шению к уровню экспрессии β-тубулина; б – результаты денситометрии представлены по отношению к контрольным, 
не стимулированным клеткам NG; в – приведены репрезентативные изображения вестерн-блота для соответствующих 
белков. Значения представляют собой среднее ± стандартное отклонение среднего из трёх независимых экспериментов. 
* p < 0,05 по сравнению с нестимулированными клетками; # p < 0,05 при сравнении влияния глюкозы на идентичные 
обработки; ^ p < 0,05 по сравнению с LPS-стимулированными клетками, культивируемыми в среде с соответствующей 
концентрацией глюкозы

гликемии) глюкозы. Получено, что ответ на LPS 
меняется после культивации в HG-глюкозе  в 
сторону  увеличения экспрессии TNFα, IL-6 и 
IL-1β. Сам метформин не влиял на экспрессию 
исследуемых веществ, однако снижал LPS-ин-
дуцируемую экспрессию IL-1β независимо от 

концентрации глюкозы. На уровне высвобо-
ждения IL-6 во внеклеточную среду также на-
блюдали влияние метформина независимо от 
концентрации глюкозы (рис. 1, г).

Зависимость синтеза оксилипинов 
от концентрации глюкозы в астроцитах, 
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Рис. 3. Влияние глюкозы на активность MAPK, ERK1/2 и транскрипционного фактора STAT3 в астроцитах, предобра-
ботанных метформином и стимулированных LPS. Первичные астроциты крыс предварительно обрабатывали в течение 
24 ч метформином (Met, 2,5 мМ), а затем стимулировали липополисахаридом (LPS, 100 нг/мл) в течение 4 ч. Уровни 
фосфорилированной формы белка (p-STAT3, p-ERK) и общей формы белка (t-STAT3, t-ERK) оценивали с помощью 
вестерн-блота и нормализовали по отношению к уровню экспрессии β-тубулина. а – Результаты денситометрии пред-
ставлены по отношению к контрольным, нестимулированным клеткам. б – Приведены репрезентативные изображения 
вестерн-блота для соответствующих белков. Значения представляют собой среднее ± стандартное отклонение среднего 
из трёх независимых экспериментов. * p < 0,05 по сравнению с контрольными клетками культивируемыми в среде с NG; 
# p < 0,05 при сравнении влияния глюкозы на идентичные обработки; ^ p < 0,05 по сравнению с LPS-стимулированными 
клетками, культивируемыми в среде с соответствующей концентрацией глюкозы

стимулированных LPS. Известно, что профиль 
синтезируемых астроцитами оксилипинов 
может быть как про-, так и антивоспалитель-
ным по свойствам в зависимости от стимула и 
концентрации глюкозы в среде культивирова-
ния  [5, 23, 25]. Поэтому мы оценили влияние 
метформина на LPS-стимулированный синтез 
оксилипинов. Данные по 24 анализируемым 
оксилипинам и полиненасыщенным жирным 
кислотам представлены на  рисунке в  Прило-
жении и в виде тепловой карты (рис. 2, а). Де-
тектируемые соединения можно разделить на 
следующие группы: 1)  полиненасыщенные 
жирные кислоты – арахидоновая (АА), эйкоза-
пентаеновая  (ЕРА), докозагексаеновая  (DHA); 
2) эндоканнабиноид анандамид (АЕА) и олеоил-
этаноламид  (ОЕА); 3)  оксилипины цик-
лооксигеназной  (СОХ) ветви метаболизма  – 
простагландины (PGE2, 6-keto-PGF1a, PGD2, 
PGF2a, PGA2), тромбоксан  B2  (TXB2), 11-
HETE (11-гидрокси-эйкозатетраеновая кис-

лота), 13-HDoHE (13-гидроксидокозагексае-
новая кислота); 4)  оксилипины цитохромного 
пути и неферментативного окисления  (CYP/
NE)  – дигидроксиэйкозатетраеновые кисло-
ты  (DiHETE); 5)  оксилипины липооксигеназ-
ного (LOX) пути – гидроксидокозагексаеновые 
кислоты  (HdoHE), гидроксиоктадекадиеновые 
кислоты (HODE).

Получено, что культивация клеток в среде 
с HG снижает базовый уровень AA и EPA, при 
этом LPS не влияет на высвобождение кислот 
во внеклеточную среду. В  среде с  NG метфор-
мин стимулирует высвобождение всех кислот 
независимо от стимуляции клеток  LPS, при 
гипергликемии метформин не влияет на этот 
процесс. Из  веществ, которые относят к эндо-
каннабиноидам, LPS стимулировал синтез АЕА 
вне зависимости от концентрации глюкозы, и 
метформин снижал этот эффект; синтез OEA 
оставался неизменным при всех обработках 
(рис. 2, а и рисунок в Приложении).
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Рис. 4. Влияние метформина на продукцию АФК астроци-
тами, адаптированными к HG и NG при стимуляции LPS. 
Первичные астроциты крыс предварительно обрабатыва-
ли в течение 24 ч метформином (Met, 2,5 мМ), стимулиро-
вали липополисахаридом (LPS, 100 нг/мл) в течение 24 ч. 
Уровень АФК измеряли с помощью реактива CellROX® 
Deep Red Reagent, как описано в разделе «Материалы и 
методы». Значения представляют собой среднее  ±  стан-
дартное отклонение среднего из трёх независимых экспе-
риментов. * p < 0,05 по сравнению с нестимулированными 
клетками; # p < 0,05 при сравнении влияния глюкозы на 
идентичные обработки

При культивировании клеток в среде с HG 
для метаболитов, синтезируемых по COX-пу-
ти, при действии  LPS наблюдается снижение 
выброса производных арахидоновой кислоты: 
11-HETE, 6-keto-PGF1a, PGD2, TXB2, PGE2. 
Метформин снижает LPS-стимулированный 
синтез СОХ-производных оксилипинов незави-
симо от концентрации глюкозы (рис. 2, а и ри-
сунок в Приложении).

Для CYP/NE-производных мы не наблю-
дали активации от действия LPS и влияния 
метформина на эту активацию вне зависимости 
от концентрации глюкозы в среде (рис. 2, а и ри-
сунок в  Приложении). Для группы LOX-про-
изводных наблюдали повышение синтеза 
DHA-метаболитов, синтезируемых по этому 
ферментативному пути – 8-HDoHE, 13-HDoHE 
и 4-HDoHE под действием метформина, причём 
этот эффект наблюдался только в условиях NG.

Синтез простагландинов определяет-
ся циклооксигеназами  (СОХ): конститутив-
ной  (СОХ-1) и индуцибельной  (СОХ-2). Мы 
проверили изменения этих изоформ в тестиру-
емых условиях (рис.  2,  б  и  в). Получено, что в 
нестимулированных клетках экспрессия цикло-
оксигеназ СОХ-1 и СОХ-2 не зависит от кон-
центрации глюкозы. Экспрессия СОХ-1 не ме-
няется в ответ на стимулы. Экспрессия СОХ-2 
для HG меньше, по сравнению с условиями NG, 
при этом метформин снижает LPS-индуциро-
ванную экспрессию СОХ-2 независимо от кон-
центрации глюкозы. Интересно отметить, что в 

условиях NG без стимула метформин оказывает 
стимулирующий эффект на экспрессию СОХ-
2. Данные по экспрессии СОХ-2 согласуются с 
наблюдаемым снижением уровня оксилипинов, 
которые образуются через циклооксигеназный 
путь метаболизма жирных кислот.

Определение внутриклеточных молекулярных 
механизмов, участвующих в реализации эффектов 
метформина при разных концентрациях глюко-
зы. Известно, что стимуляция астроцитов  LPS 
приводит к активации митогенактивируемой 
протеинкиназы  (МАРК) ERK  [26] и фактора 
транскрипции STAT3 [27]. На макрофагах было 
показано, что метформин снижает LPS-стиму-
лированный рост фосфорилирования ERK [28], 
а в модели in vivo повреждения спинного мозга 
на крысах обнаружено, что метформин снижает 
активацию STAT3 в астроцитах [16]. Поэтому в 
поиске внутриклеточных сигнальных механиз-
мов, реализующих эффект метформина при 
действии различной концентрации глюкозы, 
мы использовали метод иммуноблоттинга для 
оценки активности ERK-киназы и транскрип-
ционного фактора  STAT3  (рис.  3). Получено, 
что повышенная концентрация глюкозы снижа-
ет активность киназы ERK (рис. 3, а) и не вли-
яет на STAT3 (рис. 3, б). Активность всех белков 
при стимуляции LPS не зависит от концентра-
ции глюкозы. Метформин снижает эффект 
LPS-стимулируемой активации ERK и  STAT3, 
причём этот эффект проявляется независимо от 
присутствия LPS (рис. 3, а и б). Выраженность 
клеточного ответа астроцитов при обработке 
метформином меняется в зависимости от кон-
центрации глюкозы, при которой культивиру-
ются клетки.

Влияние метформина на LPS-стимулированное 
образование АФК. Известно, что HG может 
повышать уровень АФК в глиальных клет-
ках [29, 30], и при стимуляции клеток LPS ин-
дуцирует высвобождение АФК [31], поэтому мы 
охарактеризовали индукцию АФК в наших экс-
периментальных условиях  (рис.  4). Получено, 
что глюкоза не влияет на базовый уровень АФК, 
но HG увеличивает уровень АФК в ответ на LPS. 
Метформин не влияет на выброс АФК в данных 
экспериментальных условиях.

Анализ влияния метформина на 
энергетический метаболизм астроцитов, 
культивируемых при различной концентрации 
глюкозы при стимуляции LPS. Известно, что мет-
формин при введении in vivo уменьшает уровень 
АТФ в гиппокампе и окислительное фосфори-
лирование в астроцитах in vitro  [15]. Показано, 
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Рис. 5. Влияние метформина на активность гликолиза астроцитов, адаптированных к HG и NG при стимуляции LPS. 
а – Изменение скорости внеклеточного закисления культурами астроцитов при добавлении субстрата гликолиза (глю-
коза), ингибитора окислительного фосфорилирования (олигомицин), разобщителя (СССР) и ингибиторов дыхательной 
цепи (ротенон + антимицин А). На диаграммах представлены рассчитываемые по ECAR базальный гликолиз (б), глико-
литическая способность (в) и негликолитическое закисление (г). Значения представляют собой среднее ± стандартное 
отклонение среднего из трёх независимых экспериментов, за 100% взято значение ECAR в нестимулированных клет-
ках NG. * p < 0,05 по сравнению с нестимулированными клетками NG; # p < 0,05 при сравнении влияния глюкозы на 
идентичные обработки; ^ p < 0,05 по сравнению с LPS-стимулированными клетками, культивируемыми в среде с соот-
ветствующей концентрацией глюкозы
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Рис. 6. Влияние LPS на митохондриальные функции астроцитов, оценённые с помощью анализатора Seahorse  XFp. 
а  –  Скорость потребления кислорода культурами астроцитов; Расчётные значения параметров дыхания астроцитов: 
базальное дыхание (б), максимальное стимулированное дыхание (в), олигомицин-чувствительное потребление кисло-
рода  (г), дыхательная ёмкость  (д). Значения представляют собой среднее  ±  стандартное отклонение среднего из трёх 
независимых экспериментов, за 100% взято значение OCR в нестимулированных клетках, культивируемых в среде с NG. 
* p < 0,05 по сравнению с нестимулированными клетками , культивируемые в среде с NG; # p < 0,05 при сравнении влия-
ния глюкозы на идентичные обработки; ^ p < 0,05 по сравнению с LPS-стимулированными клетками, культивируемыми 
в среде с соответствующей концентрацией глюкозы
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что высокий уровень глюкозы в среде культи-
вирования влияет на энергетический метабо-
лизм астроцитов  [29]. Однако ранее не было 
проведено сравнения изменения LPS-стимули-
рованного энергетического метаболизма астро-
цитов, культивируемых при различных уровнях 
глюкозы, не оценена возможность модуляции 
метформином этого процесса. Для характери-
стики изменений дыхания и гликолиза в куль-
тивируемых астроцитах мы использовали ана-
лизатор метаболических потоков Seahorse XFp: 
оценивали скорость внеклеточного закисления 
( ECAR, мpH/мин) и скорость потребления кис-
лорода ( OCR, пмоль О

2
/мин).

Влияние метформина на ECAR в LPS-
стимулированных астроцитах. Анализ скорости 
внеклеточного закисления астроцитов, стиму-
лированных LPS и предварительно обработан-
ных метформином по сравнению с клетками, 
не обработанными LPS, представлен на рис. 5. 
Каждая кривая на рис. 5 описывает изменение 
ECAR в клетках в исходных условиях (при от-
сутствии глюкозы в реакционной среде), а так-
же после добавления D-глюкозы, олигомицина, 
СССР и ротенона с антимицином  А. Каждой 
точке соответствуют усреднённые значения из-
мерений из трёх лунок для каждой из сравнива-
емых культур астроцитов (рис. 5, а).

Анализ энергетического метаболизма куль-
тур астроцитов показал, что культивирование 
астроцитов в среде с  HG снижает уровень ба-
зального гликолиза и гликолитической способ-
ности как в нативных, так и в LPS-стимулиро-
ванных клетках, при этом увеличивая уровень 
негликолитического закисления (рис. 5, г). LPS 
при описанном протоколе инкубаций не вли-
ял на уровень базального гликолиза, гликоли-
тическую способность или негликолитическое 
закисление. При этом культивирование кле-
ток в среде с  HG снижало уровень базального 
гликолиза как в контрольных клетках, так и в 
LPS-стимулированных клетках. В  то же время 
предобработка астроцитов метформином перед 
стимуляцией LPS повышала уровень базально-
го гликолиза по сравнению с LPS-стимулиро-
ванными клетками, но не влияла на гликолити-
ческую способность.

Влияние метформина на OCR в LPS-
стимулированных астроцитах. Мы оценили вли-
яние метформина и LPS на астроциты, куль-
тивируемые в среде с нормальной  (5  мМ) и 
повышенной (22,5 мМ) концентрацией глюко-
зы; на скорость потребления кислорода (OCR), 
отражающую клеточное дыхание, в базальных 

условиях и после последовательного добавле-
ния веществ, влияющих на перенос электронов 
в дыхательной цепи и окислительное фосфори-
лирование (рис. 6).

Сравнительный анализ дыхания астроци-
тов, культивированных в средах с разным со-
держанием глюкозы, показал, что культуры 
значимо не отличались по таким параметрам, 
как базальное дыхание, максимальное дыха-
ние после добавления разобщителя и олигоми-
цин-чувствительное потребление кислорода. 
Однако культивирование астроцитов в среде 
с  HG приводило к повышенному уровню па-
раметра дыхательной ёмкости, которая рас-
считывается как разница между максимальным 
разобщённым дыханием и базальным дыха-
нием (после добавления D-глюкозы) (рис.  6). 
При этом метформин значительно снижал как 
базальное дыхание, так и скорость максималь-
ного дыхания после разобщителя и олигоми-
цин-чувствительное дыхание вне зависимости 
от концентрации глюкозы в среде, повышая 
при этом свободную дыхательную способность 
астроцитов. Важно отметить, что предобработ-
ка астроцитов метформином перед стимуляци-
ей клеток LPS повышала дыхательную ёмкость, 
но только для астроцитов, культивируемых в 
среде с  NG, не влияя на клетки, культивируе-
мые в среде с HG.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время предложены различные 
экспериментальные клеточные модели гипер-
гликемии астроцитов (с различными концен-
трациями глюкозы и временем обработки), в 
которых сообщалось о сдвиге клеточного отве-
та в сторону увеличения экспрессии и высвобо-
ждения провоспалительных цитокинов [22, 30, 
31]. Полученные нами данные на модели 48  ч 
предобработки клеток высокой концентрацией 
глюкозы также показывают, что  ответ на  LPS 
сдвигается в сторону увеличения синтеза 
TNFα, IL-6 и IL-1β. При этом метформин сни-
жает высвобождение цитокинов независимо от 
концентрации глюкозы, снижая синтез интер-
лейкинов IL-1β и IL-6. Ранее в литературе была 
показана антивоспалительная способность 
метформина, предобработка которым способна 
снижать экспрессию IL-6 в LPS-стимулирован-
ных макрофагах  [32], а также снижает выброс 
IL-1β в клеточной линии BV2  [33]. Интерес-
но, что в нашей модели не было влияния мет-
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формина на TNFα, что отмечалось и на линии 
микроглии  [33]. Можно заключить, что анти-
воспалительные эффекты метформина схожи 
для различных типов клеток, не зависят от кон-
центрации глюкозы в среде, однако имеют мно-
жественные точки воздействия на сигнальные 
пути, что может давать вариации для различных 
цитокинов в контексте специфичности их регу-
ляции в разных типах клеток.

В пользу предположения о непрямой связи 
между антигликемическими и противовоспа-
лительными эффектами метформина указыва-
ют и полученные нами данные о независимом 
от гипергликемии воздействии метформина 
на активность транскрипционного факто-
ра  STAT3. Ранее в модели in  vivo повреждения 
спинного мозга на крысах было показано, что 
метформин снижает активацию STAT3 в астро-
цитах  [16]. Наши данные in  vitro по снижению 
активности  STAT3 при действии метформина 
согласуются с этим исследованием. Эффект 
метформина проявляется независимо от 
стимуляции  LPS, хотя усиливается в его при-
сутствии. Ранее также была показана взаимо-
связь LPS, STAT3 и IL-6 в клетках мозга и за-
висимость синтеза IL-6 от уровня активности 
STAT3  [34]. Наши данные также указывают на 
возможность существования такой взаимосвя-
зи, поскольку мы наблюдали снижение уровней 
высвобождения IL-6 и активности STAT3 при 
действии метформина. Интересно, что более 
выраженный эффект метформина, как анти-
воспалительного вещества, наблюдается при 
культивации клеток в среде с NG.

Ранее было показано, что метформин сни-
жает LPS-стимулированный рост фосфорили-
рования ERK в макрофагах [28]. Известно, что 
стимуляция астроцитов LPS приводит к акти-
вации ERK [26]. Наши результаты показывают, 
что метформин снижает LPS-стимулированную 
активность  ERK вне зависимости от концен-
трации глюкозы. Интересно, что активность 
ERK в клетках, культивируемых при высокой 
концентрации глюкозы, значительно ингибиру-
ется в присутствии метформина и без стимуля-
ции LPS. Хотя сложно сопоставлять первичные 
клетки и линии клеток, следует отметить, что 
на линии SH-SY5Y  (нейробластома) снижение 
активности ERK наблюдали при дефиците глю-
козы в среде культивирования  [35]. Заманчиво 
предположить, что есть система, которая регу-
лирует гомеостаз клеток относительно откло-
нения концентрации внеклеточной глюкозы от 
нормы, и ERK относится к этой системе.

В контексте взаимосвязи энергетических 
процессов клеток и их способностью отвечать 
на действие провоспалительных стимулов наи-
менее изученной остаётся система метаболиз-
ма оксилипинов. Ранее нами было проведе-
но сравнение LPS-стимулированного синтеза 
оксилипинов на астроцитах, которые были с 
самого начала выделения адаптированы к  NG 
или  HG в течение 12  дней  [5]. Такая длитель-
ная адаптация клеток к глюкозе приводила к 
сдвигу в сторону провоспалительного состо-
яния у HG-культур: увеличение оксилипинов 
СОХ-ветви метаболизма, при этом проявлялась 
толерантность клеток к действию LPS, т.е. сни-
жение индуцируемого синтеза в условиях ги-
пергликемии. Сравнивая модели обработки 
астроцитов глюкозой в течение 12  дней  [5] и 
2 дней, можно отметить сходство по направле-
нию эффекта глюкозы на синтез индуцируемых 
СОХ-производных, хотя при 12 днях инкубации 
в среде с  HG эффекты толерантности значи-
тельно более выраженные.

Различия между моделями наблюдались 
по высвобождаемым кислотам. При гипергли-
кемии для 12-дневной культуры детектирова-
ли увеличение высвобождаемых полиненасы-
щенных жирных кислот  (АА, DHA, EPA), для 
2-дневной обработки детектировали снижение 
выброса  АА и  EPA. Метформин не оказывал 
эффекта на высвобождение кислот в услови-
ях HG, однако значительно увеличивал концен-
трацию кислот в условиях NG. Механизм этого 
не ясен, однако имеющиеся данные позволяют 
сделать предположение о независимой регу-
ляции синтеза оксилипинов и высвобождения 
полиненасыщенных жирных кислот во внекле-
точную среду, высказанное нами ранее [5].

При действии LPS наблюдалось значитель-
ное увеличение синтеза производных СОХ-вет-
ви метаболизма оксилипинов как в услови-
ях  NG, так и в  HG, при этом в условиях  HG 
ответ был менее выраженным по сравнению 
с  NG. Это соответствует данным, полученным 
с 12-дневной моделью. Данные по экспрессии 
СОХ-2 согласуются с наблюдаемым снижени-
ем уровня оксилипинов, синтезируемых по 
СОХ-ветви метаболизма, при этом метформин 
ингибировал синтез этих соединений.

Из детектируемых оксилипинов значимое 
различие проявлял эндогенный каннабиноид 
анандамид  (АЕА), синтез которого при стиму-
ляции  LPS был увеличен при  HG. В  литера-
туре практически отсутствуют исследования 
в этой области, не понятна до конца роль са-
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мого анандамида. В  модели диабета на крысах 
было показано, что терапия животных ананда-
мидом снижала депрессивно-подобное пове-
дение и параметры окислительного стресса у 
животных  [36], т.е.  можно предположить, что 
анандамид, скорее, можно отнести к антивос-
палительным соединениям. Однако в нашей 
экспериментальной модели метформин инги-
бировал синтез АЕА, что соответствует данным 
на других тканях, где  АЕА в крови был маркё-
ром заболевания, а введение метформина сни-
жало концентрацию АЕА и выраженность син-
дрома поликистоза яичников [37].

Известно, что условия гипергликемии вы-
зывают в глиальных клетках увеличение про-
дукции АФК [38, 31]. На кардиомиоцитах было 
показано, что LPS стимулирует АФК и эффект 
усиливается при повышении концентрации 
глюкозы  [39]. Мы наблюдали увеличение вы-
броса АФК астроцитами при стимуляции 
клеток LPS, при этом повышение концен-
трации глюкозы усиливало выброс цитоплаз-
матических  АФК. Интересно, что метформин 
не оказывал эффекта на LPS-стимулируемый 
синтез АФК независимо от концентрации глю-
козы, что совпадает с ранее полученными дан-
ными для макрофагов [40].

Мы наблюдали независимость гликоли-
тической способности астроцитов от всех об-
работок (концентрации глюкозы, стимуляция 
LPS, добавление метформина или метформина 
с  LPS), повышение при гипергликемии негли-
колитического закисления при всех обработ-
ках. Метформин оказывал влияние только на 
базальный гликолиз, причём независимо от 
того, при какой концентрации глюкозы активи-
ровали клетки. Интересно, что такое же, толь-
ко с обратным знаком, влияние метформин 
оказывал на базальное дыхание митохондрий 
и окислительное фосфорилирование. Ранее в 
работе Li  et  al.  [15] на астроцитах мыши было 
показано, что миллимолярная доза метформи-
на снижает окислительное фосфорилирование 
в клетках. При этом в проведённых нами экс-
периментах метформин значительно снижал 
как базальное дыхание, так и максимальное 
(стимулированное разобщителем) дыхание, и 
олигомицин-чувствительное дыхание (отража-
ет активность окислительного фосфорилиро-
вания) независимо от концентрации глюкозы в 
среде, при этом повышая дыхательную ёмкость 
астроцитов, т.е.  возможность увеличивать по-
требление кислорода при действии разобщи-
теля (что косвенно указывает на возрастание 

количества дыхательных комплексов в мито-
хондриях). Ранее показано, что метформин на 
астроцитах усиливал потребление глюкозы и 
выделение лактата, блокировал цикл трикар-
боновых кислот и дыхание митохондрий  [20]. 
Следует отметить, что стимуляция 4  ч LPS не 
приводит к значимым изменениям в энергети-
ческом метаболизме клеток, культивируемых в 
нормальных условиях. Некоторые изменения 
видны для клеток, культивируемых в условиях 
гипергликемии, но неясно, оказывают ли эти 
изменения влияние на синтез цитокинов и ок-
силипинов при воспалительном ответе.

Интересно наблюдаемое явление  –  повы-
шение базального гликолиза и снижение ба-
зального митохондриального дыхания, окисли-
тельного фосфорилирования и максимального 
дыхания под действием метформина, что ха-
рактеризует метаболическое перепрограммиро-
вание астроцитов, ведущее к изменению типа 
биоэнергетики с преимущественно аэробного 
дыхания на гликолиз. Данное явление впер-
вые было описано Варбургом для опухолевых 
клеток, однако к настоящему времени Вар-
бург-подобный сдвиг энергетического метабо-
лизма известен для множества типов клеток, в 
том числе и для клеток мозга [41]. Механизмы, 
лежащие в основе переключения метаболиз-
ма с митохондриального дыхания на преиму-
щественно гликолитические, включают в себя 
активацию транспорта глюкозы (в том числе 
через усиление экспрессии GLUT1) и фермен-
тов гликолиза (например, гексокиназы). Также 
регуляторным звеном в снижении митохон-
дриального дыхания и параллельном увеличе-
нии гликолитического метаболизма является 
пируватдегидрогеназный комплекс, который 
направляет продукт гликолиза (пируват) на 
окисление в митохондрии  [42], при его инги-
бировании происходит снижение дыхания и 
усиление гликолиза. Для раковых клеток уже 
было показано, что метформин способствует 
метаболическому сдвигу в сторону гликолиза, в 
частности через активацию GLUT1 [43]. Анало-
гичные изменения известны для лимфоцитов, 
где усиление потребления глюкозы также свя-
зано с инсулиновым сигналингом и усилением 
экспрессии GLUT1 [44]. Мы впервые в данной 
работе показываем Варбург-подобный эф-
фект у астроцитов, который может иметь очень 
важное значение для работы мозга. Известно, 
что одним из наиболее активно используемых 
энергетических субстратов для нейронов яв-
ляется лактат, причём производят его в основ-
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ном астроциты, выбрасывая во внеклеточное 
пространство, откуда его поглощают близлежа-
щие нейроны [45]. То есть астроглия выполня-
ет роль производителя основного топлива для 
работы нейронов. При действии метформина 
основной наблюдаемый нами эффект – увели-
чение закисления внеклеточной среды в резуль-
тате выброса лактата. Таким образом, усиление 
гликолиза может обуславливать увеличение 
трофических функций астроцитов. Отметим 
также, что митохондрии являются одним из ос-
новных потребителей жирных кислот, которые 
выполняют функцию энергетического субстра-
та, поэтому уменьшение митохондриального 
дыхания при действии метформина может при-
водить и к модуляциям синтеза оксилипинов.

В настоящее время метформин считается 
привлекательным препаратом для терапии ней-
ровоспаления, однако в ряде случаев отмечают-
ся и побочные эффекты его применения  [14]. 
Эффекты метформина связывают в первую 
очередь с его способностью регулировать энер-
гетические процессы в клетках. Астроциты яв-
ляются глиальными клетками, которые играют 
ключевую роль в обмене глюкозы и в поддержа-
нии гомеостаза нервной системы, в том числе 
регуляции ответов врождённого иммунитета 
при различных воздействиях. В  нашей работе 
выявлено, что на астроцитах, отвечающих на 
провоспалительный стимул  LPS, антивоспа-

лительные эффекты метформина не связаны 
напрямую с его влиянием на энергетический 
метаболизм. Такая разобщённость между двумя 
эффектами (влияние на энергетический обмен 
и антивоспалительный эффект), обнаруженная 
нами при применении метформина, должна 
быть учтена при разработке терапевтических 
подходов, сфокусированных на модуляции 
функций астроцитов в различных патологиях 
нервной системы.
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ANTI-INFLAMMATORY PROPERTIES OF METFORMIN 
DURING CULTIVATION OF PRIMARY RAT ASTROCYTES 
IN A MEDIUM WITH HIGH GLUCOSE CONCENTRATION

V. O. Gorbatenko1, S. V. Goriainov2, V. A. Babenko3, 
E. Yu. Plotnikov3, M. G. Sergeeva3, and D. V. Chistyakov3*

1 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University,
119234 Moscow, Russia

2 Peoples’ Friendship University of Russia (RUDN University),
117198 Moscow, Russia

3 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,
119992 Moscow, Russia; e-mail chistyakof@gmail.com

Investigation of the relationship between infl ammation and energy metabolism is important for understanding 
the biology of chronic noncommunicable diseases. The use of metformin, a drug for the treatment of diabetes, 
is considered as a promising direction for the treatment of neurodegenerative diseases and other neuropathol-
ogy’s with an infl ammatory component. Astrocytes play an important role in the regulation of energy metabo-
lism and neuroinfl ammation; therefore, we studied the eff ect of metformin on the cellular responses of primary 
rat astrocytes cultured in a medium with high glucose concentration (incubation for 48 h, 22.5 mM). Lipopoly-
saccharide (LPS) was used as an infl ammatory stimulus. The eff ects of metformin were assessed by changes 
in the expression of proinfl ammatory cytokines and the synthesis of oxylipins, detected by ultra-high-perfor-
mance liquid chromatography and tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Changes at the intracellular 
level were assessed by analyzing the phosphorylation of ERK kinase and the transcription factor STAT3, cyclo-
oxygenase 1 and 2 (COX) oxylipin synthesis enzymes. It was found that, regardless of glucose concentration, 
metformin reduces the LPS-stimulated release of cytokines IL-1β and IL-6, the activity of the transcription 
factor STAT3, ERK kinase, the synthesis of derivatives of the cyclooxygenase branch of metabolism of oxylipins 
and anandamide, and did not aff ect the formation of ROS. The study of the energy phenotype of cells showed 
that metformin activated glycolysis and inhibited mitochondrial respiration and oxidative phosphorylation, 
regardless of LPS stimulation and cell cultivation in high glucose concentration. Thus, it has been shown that 
metformin has anti-infl ammatory eff ects, and its eff ect on the synthesis of cytokines, prostaglandins, and other 
lipid mediators can determine the benefi cial eff ects of metformin in models of neuropathology.

Keywords: astrocytes, hyperglycemia, cytokines, oxylipins, STAT3, ERK, ROS, polyunsaturated fatty acids, anan-
damide, metformin
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Принятые сокращения: ACE2  –  ангиотензин-превра-
щающий фермент  2; Ang  – ангиотензин; Е  –  мембран-
ный гликопротеин; FP  – гидрофобный пептид слияния; 
НА – гемагглютинины; HR1 и HR2 – α-спиральные гидро-
фобные домены; M – матриксный белок; МНС – главный 
комплекс гистосовместимости; N  –  структурный белок 
нуклеокапсида; RAS  –  ренин-ангиотензиновая система; 
RBD – рецептор-связывающий домен; S – гликопротеин 
наружной мембраны.

* Адресат для корреспонденции.
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Пептиды широко применяются в диагностике, профилактике и терапии некоторых заболеваний 
человека. Насколько они могут быть полезны при болезни, вызываемой коронавирусом SARS-CoV-2? 
В  настоящем обзоре мы обсуждаем возможность применения синтетических и рекомбинантных 
пептидов и полипептидов для профилактики COVID-19, основанной на блокировке взаимодействия 
вируса со своим главным рецептором  – АСЕ2, а также использование синтетических пептидов в 
противовирусных вакцинах с учётом возникающих новых вариантов вируса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SARS-CoV-2, АСЕ2, вакцина, Т-клеточные эпитопы.

DOI: 10.31857/S0320972522060021, EDN: ATTVXB

ВВЕДЕНИЕ

За последние двадцать лет β-коронавирусы 
(SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2) пере-
стали быть патогенами животных и приобре-
ли способность инфицировать человеческую 
популяцию. Все они вызывают респираторные 
заболевания, некоторые из которых характери-

зуются острым респираторным дистресс-син-
дромом, а также значительным повреждением 
лёгких, иногда приводящим к дыхательной не-
достаточности и смерти  [1]. В  декабре 2019  г. 
в г.  Ухань, провинции Хубэй  (Китай), были 
зарегистрированы первые случаи загадочной 
пневмонии неизвестной этиологии, кото-
рые привлекли внимание всего мира. Метаге-
номное секвенирование  РНК от заболевших 
выявило новый вариант вируса из семейства 
Coronaviridae, который был обозначен как ко-
ронавирус «Wuhan-Hu-1» или «WH-Human 1», 
также он упоминается и как «2019-nCoV». 
Всей его последовательности генома был при-
своен регистрационный номер  – GenBank 
MN908947. Коронавирусы  – это оболочечные 
вирусы, несущие геном в виде одноцепочеч-

2*
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Таблица 1. Характеристика «вариантов озабоченности» вируса SARS-CoV-2

Вариант Номер Происхождение Аминокислотные замены в S-белке
Аминокислотные 
делеции в S-белке

Альфа B.1.1.7 Великобритания N501Y, A570D, D614G, P681H, T716I, S982A, 
D1118H

H69/V70, Y144

Бета B.1.351 Южная Африка L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, 
N501Y, D164G, A701V

L241, L242, A243

Дельта B.1.617.2 Индия T19R, G142D, R158G, L452R, T478K, D614G, 
P681R, D950N

E156, F157

Омикрон B.1.1.529 Южная Африка A67V, T95I, Y145D, L212I, G339D, S371L, 
S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, 
T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, 
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, 
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, 
N969K, L981F

H69/V70, G142/
V143/Y144, N211

ной РНК положительной полярности разме-
ром ~27–32 т.н. (размер генома SARS-CoV-2 – 
29,9  т.н.), который кодирует структурные и 
неструктурные белки. Порядок генов в геноме 
вируса SARS-CoV-2 выглядит следующим об-
разом: в 5′-концевых ORF1a/1b закодирова-
но 16  неструктурных белков (nsp1–16), функ-
ции части которых до сих пор неизвестны, но 
большинство участвует в репликации генома 
и регуляции ранней транскрипции. На 3′-кон-
цевых участках закодированы гены структур-
ных белков: гликопротеина наружной мем-
браны  (S), мембранного гликопротеина  (E), 
матриксного белка  (M) и структурного белка 
нуклеокапсида  (N), а также несколько малых 
неструктурных вспомогательных белков (рису-
нок, а и б).  S-белок (от англ. – spike) встроен 
в мембрану вириона и формирует корону на 
поверхности вирусной частицы [2]. Этот белок 
опосредует прикрепление, слияние и проник-
новение вируса внутрь клетки и представляет 
собой одну из главных мишеней для выработ-
ки нейтрализующих антител в ответ на забо-
левание, разработки пептидных ингибиторов 
проникновения в клетки, биоинженерных 
антител и возможных вакцин для терапии [3]. 
Гомологичность последовательности генома 
SARS-CoV-2 с геномом вируса, который вы-
звал первую вспышку «атипичной пневмонии» 
у людей более двадцати лет назад (SARS-CoV), 
составляет 80%, при этом идентичность после-
довательности с геномом коронавируса лету-
чих мышей (CoV RaTG13) составляет 96,2% [4]. 
Хотя S-белки обоих вирусов имеют очень высо-
кую идентичность аминокислотной последо-
вательности, S-белок SARS-CoV-2 имеет более 
высокое сродство к человеческому ангиотен-

зин-превращающему ферменту  2  (ACE2) по 
сравнению с вирусом Bat-CoV  [5, 6]. Умерен-
ная частота геномных мутаций SARS-CoV-2 
оценивается в 1,25 × 10–6 нуклеотидов за цикл 
репликации [7], поэтому регулярно появляют-
ся новые варианты SARS-CoV-2 с повышенной 
инфекционностью и способностью избегать 
иммунную защиту хозяина  [8–10]. Некоторые 
мутации, возникшие в последовательности 
S-белка, увеличили сродство SARS-CoV-2 к 
клеточному рецептору ACE2, что, по-видимо-
му, дало возможность новым вариантам виру-
са распространяться с очень высокой скоро-
стью  [11–19] (рисунок,  б). Чтобы определить 
приоритетность мониторинга и исследования 
этих вариантов, ВОЗ  разделила их на три ка-
тегории, среди которых особенно выделяются 
«варианты озабоченности» (табл. 1).

Распространение вируса SARS-CoV-2 до 
недавнего времени не удавалось остановить, а 
ущерб от вызываемой им болезни, COVID-19, 
уже вызвал глобальные проблемы как в систе-
мах здравоохранения, так и в экономиках даже 
развитых стран [20]. В связи с отсутствием эф-
фективных лекарств, специфичных конкрет-
но к этому коронавирусу, центральную роль 
в сдерживании пандемии отводят профилак-
тическим мерам, таким как массовая вакци-
нация, дистанцирование и ношение масок. 
Вакцинация необходима для создания нейтра-
лизующих антител для защиты организма от 
инфекции SARS-CoV-2, а также для активации 
клеточного защитного ответа, в котором цен-
тральную роль играют Т-лимфоциты.

На сегодняшний день в борьбе с вирусом 
SARS-CoV-2 в мире участвуют 5 различных ти-
пов вакцин.
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Схематическое изображение вируса SARS-CoV-2: а – структура вириона; б – строение S-белка вируса и местоположение 
мутаций у разных вариантов. Стрелками обозначено расположение кодирующих последовательностей для пептидов, 
выбранных для разработки вакцины с преимущественным Т-клеточным ответом [30] – черные стрелки с пунктиром; для 
вакцины CoVac-1 [31] – красные стрелки; для вакцины ЭпиВакКорона [32, 33] – синие стрелки

1. Цельновирионные вакцины, в которых ис-
пользуется химически инактивированный вирус 
SARS-CoV-2, не способный к репли кации  [21]. 
Хотя аттенуация живого вируса является класси-
ческим подходом к разработке эффективных вак-
цин, для вируса SARS-CoV-2 об аттенуированных 
живых вакцинах пока не сообщалось. Живые атте-
нуированные вакцины, как правило, сопряжены с 
риском реверсии, что делает этот подход неблаго-
приятным для высокопатогенных вирусов. С дру-
гой стороны, химическая инактивация может не 
вызывать полноценной защитной реакции, как в 
случае с вирусом Эбола, или приводить к неже-
лательным эффектам, которые наблюдались для 
инактивированного формалином респира торно-
синцитиального вируса в 1960-х гг. [22].

2. Вакцины на основе модифицирован-
ной  мРНК, упакованной в липидные частицы, 
разработаны для эффективной доставки матри-
цы для синтеза S-белка в клетку, что ведёт к ин-
дукции мощного иммунного ответа [23]. Данный 
тип вакцин изучается и применяется уже на про-
тяжении десятилений, в основном для иммуно-
терапии опухолей. Такие инновационные вак-
цины могут быть адаптированы для конкретного 

инфекционного агента и произведены в больших 
количествах быстрее, чем при использовании 
других технологий.

3. Векторные вакцины, суть которых за-
ключается в использовании рекомбинантных 
вирусов для доставки гена S-белка в клетку [24, 
25]. Аденовирусные векторы являются наиболее 
изученными, поэтому они в основном и исполь-
зуются для создания вакцин против различных 
инфекционных заболеваний.

4. Белковые вакцины против SARS-CoV-2 
с использованием рекомбинантного S-белка, 
полученного в разных системах экспрессии [26, 
27]. При этом экспрессируемая полноразмерная 
форма S-белка может содержать замены в сайте 
расщепления фурином [28].

5. Наиболее близкие к теме настоящего 
обзора пептидные вакцины, в которых синте-
тические пептиды, соответствующие выбран-
ным участкам вирусных белков, используются в 
различных форматах для индукции защитного 
иммунного ответа [29]. Сюда относятся как вак-
цины, индуцирующие защитные антитела, так 
и вакцины, направленные на активацию Т-кле-
точного ответа [30–33].
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Различные платформы для создания вак-
цин позволяют достигать разных вариантов 
гуморальной и клеточной защиты. Пандемия 
показала, что решающее значение имеют ин-
новационные вакцинные технологии, которые 
могут быть быстро адаптированы к конкретно-
му вирусу и позволяют в кратчайшие сроки пе-
рейти к крупномасштабному производству.

МЕХАНИЗМ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ВИРУСА 
SARS-CoV-2 С КЛЕТКОЙ

S-белок вирусов SARS-CoV и SARS-CoV-2 
представляет собой сильно гликози-
лированный [34] трансмембранный белок сли-
яния I-го типа размером примерно 180–200 кДа 
с N-концом, расположенным на внешней по-
верхности вируса, и коротким C-концом во 
внутримембранном пространстве  [35]. В каче-
стве рецептора для входа в клетку этот белок 
использует заякоренный на мембране ангио-
тензин-превращающий фермент  2  [36–38], а 
клеточные сериновые протеазы  TMPRSS2 и 
катепсин L – для инициации перестроек своей 
структуры  [39–40]. Рецептор ACE2 представ-
ляет собой трансмембранный фермент-гли-
копротеин I-го типа, который функциониру-
ет как монокарбоксипептидаза. Его основная 
физиологическая функция заключается в пре-
образовании биологически активного сосу-
досуживающего и воспалительного пептида 
 ангиотензина-2 (Ang2) (8  аминокислотных 
остатков) в ангиотензин путём отщепления 
С-концевой аминокислоты [41]. АСЕ2 экспрес-
сируется во многих органах и типах клеток, но 
особенно высокая экспрессия была отмечена в 
эпителиальных клетках альвеол лёгких и энте-
роцитах кишечника [42] – двух важных участках 
воздействия SARS-CoV-2. Более того, большин-
ство клеток лёгких, экспрессирующих  ACE2, 
представляют собой клетки альвеолярного 
эпителия типа  II, которые более уязвимы для 
вирусной инфекции из-за высокой экспрессии 
генов, связанных с вирусной репликацией [43]. 
В  структуре S-белка различают S1- и S2-субъ-
единицы, которые имеют 2 сайта расщепления: 
многоосновный фуриновый сайт  – S1/S2, а 
также сайт в области S2-субъединицы – S2′ [44, 
45]. Расщепление S1/S2 является необходимым 
условием для активации S-белка и последую-
щего разрезания участка S2′, оба события необ-
ходимы для инициации процесса слияния мем-
бран при проникновении вируса в клетку.

Проникновение SARS-CoV-2 в клет-
ки-мишени включает несколько этапов. Пер-
воначальное расщепление вирусного S-бел-
ка происходит c помощью протеазы фурин в 
многоосновном участке  (RRAR)  – S1/S2, этот 
процесс можно называть «затравкой», он при-
водит к образованию нековалентно связан-
ных S1- и S2-субъединиц [46]. Протомеры S1/
S2 после воздействия протеазы появляются на 
вирусной мембране в виде грибовидных три-
меров. Каждый из протомеров, относящихся к 
рецептор-связывающим доменам  (RBD), мо-
жет принимать конформацию «открыто/вверх» 
или «закрыто/вниз» для связывания с рецепто-
ром  [47]. Субъединица S1 опосредует началь-
ное связывание с  ACE2, тогда как область S2 
содержит компоненты, необходимые для сли-
яния мембран, состоящие из доменов гидро-
фобного пептида слияния (FP) и α-спиральных 
гидрофобных доменов гептад-1  (HR1) и геп-
тад-2  (HR2), которые объединяются во время 
связывания с рецептором, формируя структуру 
в форме свернутой спирали [48]. После связы-
вания RBD S1-субъединицы с АСЕ2-рецепто-
ром в присутствии TMPRSS2 на поверхности 
клетки происходит расщепление S2′-сайта. 
Расщепление сайта S2′ открывает пептид слия-
ния – FP [49], а диссоциация S1 от S2 вызывает 
резкие конформационные изменения в субъ-
единице S2, особенно в HR1, продвигая пептид 
слияния ближе к мембране. Пара гептадных 
доменов создаёт α-спиральный антипарал-
лельный комплекс между HR1 и HR2, который 
сближает вирусную и клеточную мембраны [50, 
51]. Эта конформация очень устойчива и, как 
считается, помогает преодолеть большой энер-
гетический барьер, связанный сo слиянием 
мембран [52]. Само слияние мембран иниции-
руется, когда гидрофобные остатки FP инкор-
порируются в мембрану клетки-хозяина  [53]. 
Впоследствии участки  HR1 и  HR2 тримерно-
го вирусного трансмембранного белка взаи-
модействуют с образованием пучка из шести 
спиралей, который стягивает вирусную и кле-
точную мембраны вместе для образования 
поры слияния, через которую вирусная РНК 
высвобождается в цитоплазму клетки-мише-
ни для дальнейшего удаления нуклеокапсида 
и начала цикла репликации. Если клетка-ми-
шень экспрессирует недостаточное количество 
TMPRSS2 или если комплекс вирус–ACE2 не 
встречается с TMPRSS2, то такой комплекс 
интернализуется внутрь клетки посредством 
эндоцитоза, опосредованного клатрином, в 
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эндолизосомы, где расщепление S2′-участка 
осуществляется катепсинами, которым для ак-
тивности требуется кислая среда. Далее по вы-
шеописанному механизму с помощью пептида 
слияния образуется пора, после чего вирусная 
РНК доставляется в цитоплазму и начинается 
цикл репликации.

Все эти этапы – расщепление S1/S2 и S2′, 
прикрепление к клеточным рецепторам, кон-
формационные изменения S1 и S2, экспониро-
вание FP – имеют решающее значение для ин-
фекции SARS-CoV-2 и могут рассматриваться 
как мишени для ингибиторов.

Строение SARS-CoV и SARS-CoV-2 прак-
тически идентично, поэтому предполагалось, 
что механизмы их проникновения аналогич-
ны, но при этом молекулярное моделирование 
выявило более сильное взаимодействие RBD 
SARS-CoV-2 с рецептором ACE2. В частности, 
характерная петля с гибкими остатками гли-
цина в структуре S-белка SARS-CoV-2 в случае 
SARS-CoV содержит жёсткие остатки пролина 
и отличается по структуре соответствующего 
домена.  Фенилаланин – F486, расположенный 
в гибкой петле, вероятно, играет главную роль 
во взаимодействии с рецептором  [54]. Ещё 
примечательно, что домены HR2 SARS-CoV-2 
и SARS-CoV идентичны, в то время как доме-
ны HR1 демонстрируют вариабельность  [55]. 
Возможно, это влияет на взаимодействие меж-
ду HR1 и HR2, и, следовательно, может объяс-
нить улучшенную способность SARS-CoV-2 к 
слиянию с плазматической мембраной [56].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПЕПТИДОВ 
ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ И ТЕРАПИИ 

ВИРУСНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Поиск и идентификация функциональных 
доменов в белковых компонентах возбудите-
лей инфекций служат основой для возможного 
использования пептидов, так как эти домены 
можно имитировать с помощью коротких це-
пей аминокислот. Процедура подбора амино-
кислотной последовательности пепти дов для 
синтеза представляет собой сложный процесс, 
включающий различные варианты анализа 
экспериментальных данных. Тради ционно ис-
пользуются вычислительные методы и биоин-
форматические ресурсы, для которых в насто-
ящее время есть большое количество удобных 
платформ. Например, платформа NHLBI-Ab 
Designer позволяет визуализировать инфор-

мацию, необходимую для выбора оптималь-
ных последовательностей для производства 
пептидно-направленных антител. Базы данных 
UniprotKB/Swiss-Prot, PAComplex, ORION, 
SPARKS-X и PEPstrMOD, с помощью кото-
рых можно получить информацию о структуре, 
функциях и свойствах белков, также помогают 
выбрать аминокислотные последовательности 
для синтеза. Для определения сайта связыва-
ния между белком и его рецептором исполь-
зуют данные рентгеноструктурного анализа, 
который помимо данных о структуре может 
помочь и в оптимизации связывания с белко-
вой мишенью  [57]. Ещё одним вариантом для 
поиска и отбора пептидов является технология 
фагового дисплея, которая позволяет выбирать 
высокоаффинные пептиды, связывающие ми-
шень, из пула сложных смесей с использова-
нием фаговых комбинаторных библиотек. По-
скольку пептиды отображены на поверхности 
нитевидного бактериофага, можно провести 
отбор тех из них, которые обладают наиболь-
шим сродством к мишени [58, 59].

Технологии химического синтеза и очистки 
пептидов хорошо отработаны, однако их сто-
имость превышает таковую для многих вари-
антов, использующих рекомбинантную ДНК. 
Наработка целевого полипептида с помощью 
бактериальной или эукариотической культур 
может быть чревата загрязнениями продуктами 
жизнедеятельности клеток. Пептиды обладают 
рядом свойств, которые делают их ценными 
в качестве терапевтических средств: высокая 
специфичность, низкая токсичность, невысо-
кая иммуногенность и долгосрочная стабиль-
ность при хранении [60].

Одним из важных факторов, влияющих 
на функциональность пептидов является их 
трёхмерная структура. При синтезе коротких 
пептидных последовательностей велик риск 
потери или нарушения третичной структу-
ры соответствующего домена белка-мише-
ни, что может привести к утрате активности. 
Кроме того, линей ные немодифицированные 
пептиды обладают низкой устойчивостью в 
кровотоке  – их быстро расщепляют протеа-
зы сыворотки крови. Способ обойти такую 
деградацию  – включение в аминокислотную 
последовательность неприродных D-амино-
кислот, которые более устойчивы к протеаз-
ному воздействию. Поиск терапевтических 
пептидов, изготовленных из D-аминокислот, 
является сложной задачей, для решения кото-
рой используют технологию зеркального фаго-
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вого дисплея, при которой D-аминокислотная 
версия целевого белка подвергается скринингу 
против библиотеки на фаге с L-аминокислота-
ми. Несмотря на сложности в синтезе D-ами-
нокислотных белков, была разработана плат-
форма для скрининга пептидов, устойчивых 
к протеазной активности, против крупных 
сложных белковых мишеней, таких как вирус-
ные гликопротеины  [61]. Для этого на основе 
вируса везикулярного стоматита была получена 
вирусная частица, псевдотипированная гли-
копротеином заирского штамма вируса Эбола 
(rVSV-ZEBOV). Сохранение третичной струк-
туры гликопротеина в этой системе позволило 
существенно упростить анализ, в результате 
чего было установлено, что кателицидиновый 
антимикробный пептид LL-37 человека (LLGD
FFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRT
ES) может подавлять инфекцию рекомбинант-
ным вирусом, предотвращая проникновение 
внутрь клетки. Ещё один вариант повышения 
активности пептидов – их конъюгация с холе-
стерином, что повышает противовирусную ак-
тивность, направляя ингибитор на липидные 
участки взаимодействия вирусов и клеток, где и 
происходит слияние  [62]. В  литературе описа-
ны 3  пептида, конъюгированных с холестери-
ном, активно противодействующие заражению 
вирусом Эбола: EBOV-5  (DWTKNIKDKIDKI
IHDFVDKTLPDQS-C (PEG4-Chol)), EBOV-6 
(DWTKNIKDKIDKIIHDFVDKTLPDQS-C
(PEG12-Chol)) и EBOV-7  (IEPH DWTKNIKD
KIDKIIHDFVDKTLPDQS-C (PEG12-Chol)). 
Их эффективность была доказана в системе 
in  vitro и при тестировании летальных доз ви-
русной нагрузки в мышиной модели. Подоб-
ные пептиды представляют собой перспектив-
ные средства для специфичной терапии [63].

Для борьбы с вирусом иммунодефицита 
человека  (ВИЧ) были разработаны пептиды, 
называемые ингибиторами слияния или входа. 
Проникновение ВИЧ-1 и SARS-CoV-2 в клет-
ку хозяина имеет ряд общих черт. Инфекция 
ВИЧ-1 тоже требует слияния вирусной и кле-
точной мембран, которое опосредуется глико-
протеинами вирусной оболочки – gp120 и gp41. 
Сначала происходит связывание поверхност-
ной субъединицы gp120 с клеточным рецепто-
ром  CD4 и корецепторами  CCR5 или  CXCR4, 
что запускает каскад конформационных изме-
нений, активирующих фузогенную функцию 
белка  gp41. Пептид слияния на N-конце  gp41 
встраивается в клеточную мембрану, затем 
мембраны вируса и клетки-мишени соединя-

ются с образованием поры [64]. Синтетический 
пептид T20 (также известный как Энфувиртид 
или Фузеон), содержащий 36 аминокислот (YT
SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL
WNWF), что соответствует  а.о. 638–673 gp41, 
одобрен для лечения ВИЧ-1  [65] и является 
первым из класса антиретровирусных препа-
ратов, используемых в комбинированной тера-
пии для лечения инфекции. Клиническое при-
менение пептида  Т20 против ВИЧ-инфекции 
продемонстрировало, что пептидные противо-
вирусные препараты могут быть безопасной и 
эффективной альтернативой при лечении ин-
фекционных заболеваний.

Существующие в настоящее время спосо-
бы лекарственной терапии гриппа основаны 
на воздействии на два вирусных белка  – M2 
и нейраминидазу N. Оба эти белка важны для 
обеспечения нормального жизненного цик-
ла вируса. Однако мутации вируса гриппа и 
особенности его многокомпонентного генома 
приводят к появлению резистентных вариан-
тов, против которых существующие противо-
вирусные препараты оказываются малоэф-
фективными. Эти обстоятельства указывают 
на необходимость разработки новых способов 
борьбы с этой вирусной инфекцией. Пред-
полагается, что более эффективными могут 
оказаться стратегии, опирающиеся на приме-
нение препаратов, молекулярной мишенью 
которых будут белки-гемагглютинины  (НА). 
Инфицирование вирусом гриппа начинается 
с того, что НА вируса, представляющие собой 
гликопротеины, взаимодействуют с сиало-
выми кислотами, входящими в состав рецеп-
тора на поверхности клетки-хозяина. После 
контакта с клеткой гемагглютинин изменяет 
своё пространственное строение, фактически 
внедряясь в клеточную мембрану, что, в свою 
очередь, обеспечивает проникновение виру-
са внутрь клетки, где он начинает свой цикл 
репликации. Matsubara  et  al.  [66] с помощью 
методики фагового дисплея идентифицирова-
ли HA-связывающий  пентапептид  (ARLPA), 
который взаимодействовал с рецептор-свя-
зывающим участком HA вируса и оказывал 
ингибирующее действие на инфекцию в кле-
точной культуре. Для того чтобы синтезиро-
ванные пептиды были устойчивы к действию 
ферментов, они могут быть модифицированы с 
помощью остатков β-аланина и диаминовале-
риановой кислоты (орнитина) – неприродных 
аминокислот. Циклическая структура синте-
зированных пептидов, отсутствие у них харак-
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терных для линейных и разветвленных белко-
вых молекул C- и N-концов также способствует 
устойчивости к гидролизу  [67]. Отметим, что 
большинство обсуждаемых пептидных препа-
ратов рассматриваются в первую очередь в ка-
честве профилактических средств, так как они 
чаще всего нарушают ранние этапы инфекци-
онного процесса [68].

ПРОФИЛАКТИКА И ТЕРАПИЯ 
ИНФЕКЦИИ SARS-CoV-2. 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МИШЕНИ

Разработка специфичных ингибито-
ров ферментов (таких, как РНК-зависимая 
РНК-полимераза), критических для жизне-
деятельности вируса, активно продолжается. 
Лекарства, ранее разработанные против дру-
гих РНК-содержащих вирусов (вирусы гриппа, 
вирус лихорадки Эбола), пока дают скромные 
эффекты при лечении инфекции SARS-CoV-2. 
Отчасти поэтому в контексте новой корона-
вирусной инфекции особое внимание уде-
ляется таким молекулярным мишеням, как 
RBD S-белка вируса, а также ACE2-рецептор 
и TMPRSS2-протеаза хозяина, как основным 
участникам стадий проникновения вируса в 
клетку. Есть надежда, как это произошло в слу-
чае ВИЧ-1, что эффективным лекарством ока-
жется комбинация ингибиторов сразу двух или 
более мишеней.

S-белок. Противовирусными механизма-
ми действия моноклональных антител (как 
профилактических, так и терапевтических) 
являются блокировка взаимодействия с кле-
точным рецептором  АСЕ2 и предотвращение 
вирусного слияния с мембраной. Антитела, на-
целенные на несколько эпитопов S-белка, осо-
бенно на его RBD, могут блокировать взаимо-
действие с  ACE2 или предотвращать слияние 
мембран, так что этот механизм лежит в основе 
действия нейтрализующих антител и при ле-
чении моноклональными антителами  [69, 70]. 
Существует несколько вариантов монокло-
нальных антител человека, которые ингибиру-
ют проникновение вируса путём блокировки 
взаимодействия вируса и рецептора. В качестве 
примера можно привести антитела anti-SARS-
CoVAb  – 80R и  S230  [71, 72]. Подчеркнём, что 
антитела, искусственно введённые в организм, 
имеют ограниченное время жизни в организме 
реципиента, а формирования клеток иммуно-
логической памяти такая терапия/профилак-

тика не предполагает.
АСЕ2. В качестве одной из стратегий ин-

гибирования взаимодействия вируса SARS-
CoV-2 с клеткой может быть рассмотрен 
вариант блокировки рецептора  АСЕ2. Дей-
ствительно, быстрое мутирование вируса и 
появление его новых вариантов являются 
ограничивающими факторами при разработке 
лекарств, а структура АСЕ2 остаётся неизмен-
ной. С  другой стороны, ACE2 имеет важные 
физиологические функции в организме, и его 
связывание с SARS-CoV-2 может снижать ак-
тивность, нарушая баланс ACE/ACE2 в сторо-
ну увеличения активности ACE.  Гены, кодиру-
ющие АСЕ и АСЕ2, схожи по своему строению, 
но в организме эти белки выполняют разные 
функции. Оба белка являются незаменимыми 
компонентами ренин-ангиотензиновой систе-
мы  (RAS). С  помощью ренина ангиотензино-
ген, синтезированный в печени, преобразуется 
в  ангиотензин-1 (Ang1), а затем при участии 
ACE – в  Ang2. Ang2 – это ключевое звено RAS, 
он связывается с ангиотензиновым рецепто-
ром типа I (AT1R). ACE2 выступает в качестве 
контррегулятора активности комплекса ACE–
Ang2–AT1R, он гидролизует Ang2 в Ang1–7, 
который (через Mas-рецептор) может вызывать 
вазодилатацию, снижение артериального дав-
ления и индукцию апоптоза. Кроме того, ACE2 
может взаимодействовать с  Ang1, превращая 
его в Ang1–9, из которого возможен переход в 
Ang1–7 при участии ACE. При использовании 
ингибиторов  ACE и рецептора ангиотензи-
на можно восстановить баланс системы ACE/
ACE2, однако это, в свою очередь, может уси-
лить связывание вируса SARS-CoV-2 с ACE2 
и стимулировать развитие заболевания. Уве-
личение активности ACE приводит к сужению 
лёгочных сосудов и воспалительному и окис-
лительному повреждению органов, а это уве-
личивает риск острого повреждения лёгких и 
системного воспаления [73].

Если иммунная система не в состоянии 
справиться с SARS-CoV-2, то вирус актив-
но проникает в клетку и реплицируется, а за-
тем при выходе во внеклеточное пространство 
разрушает клетку-хозяина. Как следствие, ме-
таболический путь ангиотензина не ингиби-
руется. Это обстоятельство только усугубляет 
инфекционный процесс и развитие воспале-
ния. Установлено, что трансгенные мыши, за-
ражённые вирусом SARS-CoV, испытывают 
недостаток  ACE2, у них повышается уровень 
Ang2 и развиваются тяжёлые заболевания ор-
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ганов дыхания  [74]. Отсутствие ACE2, обеспе-
чивающего протективную функцию, ведёт к 
дисфункции RAS и острым патологическим ре-
спираторным состояниям. Интересно, что за-
щитная функция ACE2 при острых поражениях 
лёгких наблюдается не только при инфициро-
вании коронавирусом. У лабораторных мышей, 
имеющих массивный отёк лёгких, тяжёлую ги-
поксию и воспалительные клеточные инфиль-
траты, при введении рекомбинантного  ACE2 
наблюдалось восстановление лёгочной ткани.

Каноническая концепция лиганд-рецеп-
торного взаимодействия предполагает специ-
фичное связывание лиганда, обычно с высокой 
аффинностью, и дальнейшую передачу внутри-
клеточного сигнала через цитоплазматическую 
часть рецептора. Для многих классов рецепто-
ров существуют природные рецепторы-при-
манки (decoy receptors), которые действуют 
как молекулярная ловушка для лиганда и как 
ингибитор сигнальных компонентов рецепто-
ра. Так, рецептор-приманка интерлейкина-1 
типа  II (IL-1RII) был первым примером тако-
го ингибирования в иммунной системе [75, 76]. 
Впоследствии были идентифицированы рецеп-
торы-приманки для представителей семейств 
рецепторов фактора некроза опухоли [77]. Оче-
видно, что растворимые рецепторы-приманки 
сами не способны передавать сигналы, но они 
снижают биодоступность лигандов (в частно-
сти, провоспалительных цитокинов) и уровни 
передаваемых ими молекулярных сигналов.

Подобная стратегия может быть применена 
и при разработке противовирусного пептид-
ного лекарства на основе АСЕ2-рецептора. 
Так, рекомбинантная форма растворимого 
ACE2  (sACE2) была использована в качестве 
приманки, которая не нарушает физиологиче-
ских функций  АСЕ2, а только конкурирует за 
связывание с вирусным S-белком  [78]. Даже с 
учётом мутаций вирус обладает ограниченным 
потенциалом избегать нейтрализации, опосре-
дованной sACE2, без одновременного сниже-
ния сродства к мембранному рецептору ACE2, 
что сделало бы вирус менее вирулентным. Пре-
парат на основе sACE2 в настоящее время про-
ходит фазу  II клинических испытаний  [79], а 
параллельно несколько групп разработали свои 
варианты  sACE2 для создания высокоаффин-
ных приманок для SARS-CoV-2 [80–82]. Так, с 
помощью глубокого мутагенеза была отобрана 
растворимая форма  АСЕ2, которая наиболее 
эффективно связывалась с S-белком. В  ре-
зультате был разработан растворимый рецеп-

тор-приманка –  sACE2
2
.v2.4 (19–805 a.о.), име-

ющий 3 аминокислотные замены ( T27Y, L79T, 
N330Y), который является димерным, монодис-
персным, хорошо растворимым и стабильным. 
Этот вариант сопоставим по активности с ней-
трализующими антителами и взаимодействует с 
S-белком как вируса SARS-CoV-2, так и SARS-
CoV. Благодаря своей высокой активности и 
технологичности  sACE2

2
.v2.4 является хоро-

шим кандидатом для последующих доклиниче-
ских и клинических испытаний. Рекомбинант-
ные высокоаффинные рецепторы-приманки, 
несмотря на сходство с природным ACE2, мо-
гут нести дополнительные вариации на поверх-
ности взаимодействия или вблизи неё. Таким 
образом, у шипов вируса есть возможность от-
личать искусственную приманку от рецептора 
дикого типа [83].

Какой минимальной длины должны быть 
фрагменты  АСЕ2, чтобы эффективно кон-
курировать за связывание с S-белком? Этот 
важный вопрос был изучен в серии недавних 
исследований, но их результаты явно противо-
речивы. Одним из первых пептидов, сконстру-
ированных на основе структурного анализа 
связывания ACE2 с RBD вирусов SARS-CoV-2 
и SARS-CoV был 23-членный пептид SBP1 
(IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS), исполь-
зованный в работе Zhang et al. [84]. Этот пептид 
был создан на основе α1-спирали ACE2 и по-
казал связывание с RBD вируса SARS-CoV-2, 
однако данных о тестировании пептида в опы-
тах по блокировке in vitro или in vivo представ-
лено не было. Пептиды на основе α1-спирали 
ACE2 использовались и Kapoyan et al. [85] для 
создания немодифицированных пептидных 
имитаторов ACE2 с высокой спиральностью. 
Однако увеличение спиральности привело к 
повышению гидрофобности, что сказалось на 
растворимости пептида и отсутствии нейтра-
лизующего эффекта против вируса. Аминокис-
лотные замены лейцина на тирозин привели 
к небольшому снижению спиральности, при 
этом существенно повысили нейтрализующую 
активность против SARS-CoV-2 (100%-ная 
эффективность при добавлении 1 мкM пепти-
да Р8, Р9 и Р10 при заражении культуры клеток 
Calu-3) [85].

Спиральные участки являются одним из 
основных вторичных структурных элементов 
в белок-белковом взаимодействии. Часто эти 
элементы конформационно нестабильны и 
чувствительны к протеолизу пептидазами. Для 
преодоления вышеуказанных ограничений мо-
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жет быть проведена пептидная оптимизация, 
в частности, путём включения неприродных 
боковых цепей или других химических моди-
фикаций. Для усиления α-спиральной кон-
формации в пептиде используют неприродные 
аминокислоты, которые лежат на одной и той 
же поверхности спирали. Эти неприродные 
аминокислоты затем соединяются вместе с 
помощью углеводородных боковых цепей или 
дисульфидных мостиков и могут быть кова-
лентно связаны. «Сшитые»  (stapled) пептиды 
демонстрируют значительно улучшенную фар-
макологическую эффективность, повышенное 
сродство к мишеням и устойчивость к протео-
литическому расщеплению. По сравнению с 
низкомолекулярными лекарственными сред-
ствами, которые часто продуцируют токсич-
ные метаболиты, пептиды показывают лучшее 
связывание из-за их способности взаимодей-
ствовать с большими поверхностями белков с 
большей селективностью и меньшей токсич-
ностью [86, 87]. Так, попытка химической ста-
билизации пептидов для поддержания их спи-
ральной структуры была предпринята в работе 
Morgan et al. [88]. Для определения положения 
углеводной скобы они ориентировались на из-
гиб α1-спирали АСЕ2  относительно положения 
гистидина – H34. Такие скобы были размеще-
ны по обе стороны гистидина, а также поперёк 
него. Было сконструировано несколько сши-
тых пептидов, среди которых пептид под но-
мером  8 (IEEQAKTFLDKFNHER

8
EDLFYQS

5
) 

показал самый высокий уровень спирально-
сти – 72%, но при этом даже он не блокировал 
проникновение вируса SARS-CoV-2 в опыте 
in  vitro. Эта группа также использовала сши-
тые пептиды, одним из которых был пептид 
G-link (IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSS-
G-LGKGDFR), который в работе других иссле-
дователей показывал нейтрализацию корона-
вируса SARS-CoV, но в работе Morgan et al. [88] 
защитного эффекта не детектировалось. Неза-
висимо, другая группа [89] разработала панель 
более длинных 26-членных сшитых пептидов на 
основе последовательности ACE2-рецептора. 
Три таких пептида показали заметную нейтра-
лизацию in vitro в системе, в которой псевдови-
русы, несущие S-белок SARS-CoV-2 и люцифе-
разную метку, взаимодействовали с клетками в 
культуре, на мембране которых был сверхэкс-
прессирован рецептор  АСЕ2. Функционируя 
в качестве приманки сайта связывания ACE2 
с SARS-CoV-2, эти сшитые пептиды обладали 
блокирующим потенциалом  [89]. Скрепление 

структуры этих пептидов было выполнено с 
помощью ковалентной химической сшивки, 
благодаря чему была усилена стабильность 
α-спирали, повышена устойчивость к протео-
литическому расщеплению и, таким образом, 
увеличивалась эффективность блокировки. 
Так, пептиды NYBSP-1 (TIEEQAKT-X-LDK-
X-NHEAEDLFYQ-X-SLA-X-WN) и NYBSP-4 
(TIEEQ-Z-KTFLDK-X-NHEAEDLFYQ-X-
SLA-X-WN) продемонстрировали нейтрали-
зующую активность против псевдовирусных 
частиц на 80–90% в зависимости от концентра-
ции. Отметим, что нами были подтверждены 
результаты этой работы.

Кроме того, российской группой ис-
следователей были сконструированы и из-
учены химерные пептиды  Х1 и  Х2  (табл.  2) 
на основе двух линейных пептидов h1 
( IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYk) и h2 
(DKWSAFLKEQSTIAQNleYPLQECI), в состав 
которых включены D-аминокислоты (в пептид-
ной последовательности выделены жирным 
шрифтом). Линейные пептиды h1 и h2 соответ-
ствовали фрагментам 21–42 и 64–88 аминокис-
лотных последовательностей спиралей α1 и α2 
внеклеточного домена  ACE2 соответственно. 
В их последовательности были сохранены неиз-
менными большинство аминокислотных остат-
ков, участвующих во взаимодействии с RBD, но 
молекулы X1 и X2 отличались друг от друга ло-
кализацией дисульфидных мостиков. Химерная 
молекула X1 представляла собой дисульфидный 
димер, в котором концевые остатки цистеина 
в молекулах-предшественниках h1 и  h2 были 
соединены S–S-связью. В  структуре молеку-
лы Х2 дисульфидные мостики располагались в 
середине каждого из пептидов-предшественни-
ков. Однако в системе in vitro c использованием 
клеток Vero и вируса SARS-CoV-2 ни один из 
этих пептидов не показал заметной нейтрали-
зации вируса [90]. Нашей группой было прове-
дено аналогичное исследование с использова-
нием 32-членного синтетического пептида  Р1 
(STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSLAS
WNY), полностью включающего ту же α1-спи-
раль, и 80-членного рекомбинантного пепти-
да  Р2 (MSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS
SLASWNYNTNITEENVQNMNNAGDKWSAF
LKEQSTLAQMYPLQEIQNLTVKLQLQALQHH
HHHH), включающего обе спирали α1 и α2, а 
также их производных, основанных на анали-
зе участков контакта домена АСЕ2, связываю-
щего RBD S-белка  [91]. Эти пептиды хорошо 
связывались с S-белком вируса в иммунофер-
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ментном анализе, однако в опытах по нейтра-
лизации, как в псевдовирусной системе, так и с 
живым вирусом SARS-CoV-2, не препятствова-
ли проникновению вируса в клетки НЕК293Т/
АСЕ2 и Vero, что согласуется с выводами работ 
Morgan et al. [88] и Bibilashvili et al. [90], но про-
тиворечит работе Curreli et al. [89].

Наконец, ещё одной группой [92] были 
синтезированы и изучены короткие пептид-
ные ингибиторы, потенциально блокирующие 
взаимодействие S-белков коронавируса с ре-
цептором ACE2. Выяснилось, что 17 из 20 а.о. 
в молекуле ACE2, контактирующих с RBD ви-
русов SARS-CoV и SARS-CoV-2, совпадают. 
Было идентифицировано два пептида  –  SAP1 
(27-TFLDKFNHEAEDLFYQ-42) и SAP6 
(37-EDLFYQ-42), которые в опытах in vitro ин-
гибировали проникновение вируса в клетки. 
Особенно интересным является пептид  SAP6, 
который содержит минимальную консенсусную 
последовательность EDLFYQ – всего 6 амино-
кислот из N-концевой α1-спирали ACE2  [92]. 
С учётом отрицательных данных по блокиров-
ке, независимо полученных разными группами 
(за исключением работы Curreli et al. [89]), эти 
результаты для таких коротких пептидов пред-
ставляются сомнительными. Кроме того, были 
изучены небольшие анти-АСЕ2-пептиды, ди-
меризация которых усиливала нейтрализую-
щую активность против SARS-CoV-2, при этом 
из 26  разработанных пептидов значительная 
доля оказывала влияние на биологическую ак-
тивность рекомбинантного АСЕ2 человека. Тем 
не менее пептид CPS4 (NNYLWWMTEYHD) и 
его димер эффективно блокировали вход ви-
руса в клетку, но при этом не влияли на функ-
циональную активность АСЕ2  [93]. Отметим, 
что ни для одного из обсуждаемых пептидов не 
было представлено результатов по их активно-
сти in vivo (табл. 2).

TMPRSS2. Слияние вирусной и клеточ-
ных мембран обеспечивает сериновая протеаза 
TMPRSS2 – белок на клеточной поверхности, 
который экспрессируется в различных органах 
и тканях человека, включая дыхательные пути, 
предстательную железу и желудочно-кишеч-
ный тракт. Протеазная активность TMPRSS2 
способствует активации вирусных гликопроте-
инов, прогрессированию рака предстательной 
железы и расщеплению эндогенных субстратов, 
среди которых можно выделить рецептор PAR-
2, который модулирует воспалительные ре-
акции, ожирение, метаболизм и рак. Инги-
бирование экспрессии  TMPRSS2 приводит к 

снижению эффективности проникновения ви-
руса, хотя это также может привести к сниже-
нию расщепления эндогенных субстратов [94]. 
Для блокировки проникновения вируса в клет-
ку можно ингибировать функции  TMPRSS2, 
используя пептиды, содержащие аргинин  [95] 
или гидрофобные аминокислоты (в частности, 
изолейцин) для блокирования гидрофобного 
кармана на S1-субъединице S-белка, который 
связывается с протеазой [96]. Важно отметить, 
что при  генетическом нокауте TMPRSS2 у мы-
шей не наблюдается явных фенотипических 
отклонений, что делает эту модель удобной для 
доклинических исследований. Стратегия инги-
бирования протеазы TMPRSS2 уже была испы-
тана против заражения клеток вирусом гриппа 
[97], при этом в системе in vitro были исследо-
ваны гидрофобные деканоилированные ми-
метические пептидные ингибиторы. Так, был 
синтезирован конъюгированный с пептидом 
фосфородиамидатный морфолиновый оли-
гомер  (PPMO), действие которого приводило 
к экспрессии неполной и неактивной формы 
фермента  TMPRSS2, что помогало избежать 
инфицирования клеток вирусом [97, 98].

ПЕПТИДНЫЕ ВАКЦИНЫ

Первая демонстрация того, что пептиды 
могут вызывать защитный иммунитет in  vivo 
в дополнение к нейтрализующей активности 
in  vitro, была получена в  1982  г. с использова-
нием вируса ящура на животных [99], хотя эти 
разработки не получили дальнейшего приме-
нения в ветеринарии. Одной из первых была 
разработана пептидная вакцина для собак 
против собачьего парвовируса, который отно-
сится к семейству Parvoviridae и представля-
ет собой небольшой непокрытый оболочкой 
одноцепочечный ДНК-вирус. Капсид этого 
вируса состоит из трёх разных белковых субъ-
единиц (VP), которые именуют VP1, VP2 и VP3. 
Была идентифицирована последовательность 
из 37 аминокислот в N-концевом участке VP2, 
которая была идентична в пробах заражён-
ных животных разных видов (коты, норки и 
еноты). На  основании этой последовательно-
сти для иммунизации были выбраны 2  пепти-
да: 1L15 (MSDGAVQPDGGQPAV) и 7L15 
(QPDGGQPAVRNERAT), их конъюгировали 
с KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) и успешно 
иммунизировали собак [100]. После успеха та-
кой вакцины продолжился поиск возможности 
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Таблица 2. Пептиды, нацеленные на блокировку взаимодействия S-белка вируса SARS-CoV-2 с клеточным рецептором 
АСЕ2

Название 
пептида

Аминокислотная 
последовательность

Происхождение
Возможное 

применение, 
комментарий

Оценка 
нейтрализующей 

активности вируса 
SARS-CoV-2

Ссылка

SBP1
IEEQAKTFLDKFNHEAE

DLFYQS

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

in vitro нейтрализующая 

активность 

не проверена, 

взаимодействие с RBD 

вируса SARS-CoV-2 в 

искусственной системе 

было отмечено при 

концентрации 45 нM

[84]

Р8
SALEEQLKTFLDKFMHELEDL

LYQLAL

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая in vitro 
активность (100%-ная 

эффективность при 

концентрации 1 мкM)

[85]

P9
SALEEQYKTFLDKFMHELEDL

LYQLSL

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая in vitro 
активность (100%-ная 

эффективность при 

концентрации 1 мкM)

[85]

P10
SALEEQYKTFLDKFMHELEDL

LYQLAL

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая in vitro 
активность (100%-ная 

эффективность при 

концентрации 1 мкM)

[85]

8
IEEQAKTFLDKFNHER

8
EDL

FYQS
5

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

отсутствие in vitro 

нейтрализующей 

активности (от 0,1 

до 1 мM)

[88]

G-link
IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFY

QSS-G-LGKGDFR

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

отсутствие in vitro 

нейтрализующей 

активности (от 0,1 

до 1 мM)

[88]

G-link 

«сшитый»

IR
8
EQAKTFS

5
DKFNHEAEDLFY

QSS-G-LGKGDFR

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

отсутствие in vitro 

нейтрализующей 

активности (от 0,1 

до 1 мM)

[88]

NYBSP-1
TIEEQAKT-X-LDK-X-NHE

AEDLFYQ-X-SLA-X-WN

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая 

активность в 

псевдовирусной 

системе: 

IC
50

 = 4,1 ± 0,26 мкM

[89]

NYBSP-4
TIEEQ-Z-KTFLDK-X-NHE

AEDLFYQ-X-SLA-X-WN

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая 

активность в 

псевдовирусной 

системе: 

IC
50

 = 1,97 ± 0,14 мкM

[89]
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Название 
пептида

Аминокислотная 
последовательность

Происхождение
Возможное 

применение, 
комментарий

Оценка 
нейтрализующей 

активности вируса 
SARS-CoV-2

Ссылка

Х1

cEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYk
S–S

DKWSAFLKEQSTIAQNleYPLQE

CI

две N-концевых 

α-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

взаимодействие с RBD 

вируса SARS-CoV-2 в 

искусственной системе 

(1–10 мкM), отсутствие 

нейтрализующей 

активности in vitro

[90]

X2

IEEQAKTFLDKFNHQAEDLFYk
CO(CH2)2S–S

DKWSAFLKECSTIAQIYPLQEI

две N-концевых 

α-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

взаимодействие с RBD 

вируса SARS-CoV-2 в 

искусственной системе 

(1–10 мкM), отсутствие 

нейтрализующей 

активности in vitro

[90]

Р1
STIEEQAKTFLDKFNHEAEDL

FYQSSLASWNY

N-концевая 

α1-спираль 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

взаимодействие с RBD 

вируса SARS-CoV-2 в 

искусственной системе 

(min 0,46 мкM)

[91]

Р2

MSTIEEQAKTFLDKFNHE

AEDLFYQSSLASWNYNTNI

TEENVQNMNNAGDKWSA

FLKEQSTLAQMYPLQEIQNLT

VKLQLQALQHHHHHH

две N-концевых 

α-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

взаимодействие с RBD 

вируса SARS-CoV-2 в 

искусственной системе 

(min 0,064 мкM)

[91]

SAP1 TFLDKFNHEAEDLFYQ

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая 

активность в 

псевдовирусной 

системе: 

IC
50

 = 2,39 ± 0,20 мM

[92]

SAP6 EDLFYQ

N-концевой 

участок 

α1-спирали 

ACE2

блокатор S 

(RBD)-ACE2-

взаимодействия

высокая 

нейтрализующая 

активность в 

псевдовирусной 

системе: 

IC
50

 = 1,90 ± 0,14 мM

[92]

CPS4 

димер
NNYLWWMTEYHD ACE2-рецептор анти-АСЕ2

блокировка SARS-

CoV-2/RBD-ACE2-

взаимодействия, 

IC
50

 = 31 нM

[93]

Примечание: для пептидов  8 и  G-link  «сшитый» подстрочные цифры обозначают места химических стабилизаций 
спирали; X = S-2-(4-пентенил) аланин; Z = -(R)-2-(7-октенил) аланин; S–S – дисульфидная связь; для пептидов Х1 и Х2 
модификации выделенные жирным шрифтом обозначают D-аминокислоты, участвующие в стабилизации пептида с по-
мощью дисульфидной связи.

получения более иммуногенного пептида из 
N-концевого участка VP2, что привело к разви-
тию применения пептидных вакцин в будущем, 
в том числе и в ветеринарии [101–103].

Abduljaleel et al. [30] было проведено иссле-
дование, в котором для разработки пептидной 
вакцины против SARS-CoV-2 на основе анти-

генных эпитопов вируса были выбраны после-
довательности 12 пептидов длиной не более 
10–13 аминокислот: 

1 – MDEFIERYKLEGY (ORF1ab), 
2 – PYEDFQENWNTKH (ORF1a),
3 – LQDVVNQNAQALN (S-белок),
4 – YDYCIPYNSVTSS (ORF3a), 

Окончание таблицы 2
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Таблица 3. Пептиды, входящие в состав профилактических вакцин против SARS-CoV-2

Название пептида
Аминокислотная 

последовательность
Происхождение (позиции в структуре 

вируса)
Возможное 
применение

Ссылка

P1_nuc ASWFTALTQHGKEDL
домен структурного белка 
нуклеокапсида SARS-CoV-2 (50–64)

Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

P2_nuc LLLLDRLNQLESKMS
домен структурного белка 
нуклеокапсида SARS-CoV-2 (221–235)

Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

P3_spi ITRFQTLLALHRSYL домен S-белка SARS-CoV-2 (235–249)
Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

P4_env FYVYSRVKNLNSSRV
домен белка оболочки SARS-CoV-2 
(56–70)

Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

P5_mem LSYYKLGASQRVAGD
домен мембранного белка SARS-CoV-2 
(176–190)

Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

P6_ORF8 SKWYIRVGARKSAPL
белок, кодируемый ORF8 вируса SARS-
CoV-2 (43–57)

Т-клеточная 
пептидная 

вакцина
[31]

ЭпиВакКорона 
(пептид №1)

RLFRKSNLKPFERD-
ISTEIYQAGS

участок RBD S-белка (454–477)
пептидная 

вакцина
[32, 33]

ЭпиВакКорона 
(пептид №2)

KEIDRLNEVAKNL-
NESLIDLQE

трансмембранный домен S-белка (1181–
1211)

пептидная 
вакцина

[32, 33]

ЭпиВакКорона 
(пептид №3)

KNLNESLIDLQEL-
GKYEQYIK

трансмембранный домен S-белка (1181–
1211)

пептидная 
вакцина

[32, 33]

5 – YVYSRVKNLNSSR (E-белок), 
6 – NGTITVEELKKLL (М-белок), 
7 – TENKYSQLDEEQP (ORF6),
8 – SPKLFIRQEEVQE (ORF7a), 
9 – FSLELQDHNETCH (ORF7b), 
10 – FYEDFLEYHDVRV (ORF8),
11 – DQELIRQGTDYKH (N-белок),
12 – SRNYIAQVDVVNF (ORF10).

Каждый пептид был соединён линкера-
ми  «GPGPG», чтобы обеспечить про-
странственное разделение эпитопов и об-
легчить иммунной системе процессинг 
антигенов. Пептидный адъювант был присо-
единен к N-концу конструкции с помощью 
линкера «EAAAK», чтобы усилить длительный 
иммунный ответ. Конечная конструкция со-
стояла из ~156  аминокислот с молекулярной 
массой ~18,72 кДа.

Недавно были опубликованы результа-
ты фазы  I клинических испытаний перспек-
тивной пептидной вакцины против SARS-
CoV-2, которая направлена на активацию 
Т-клеточного иммунитета  [31]. Известно, что 

Т-лимфоциты обладают частичной протек-
тивной функцией даже при отсутствии анти-
тел и предотвращают развитие тяжёлых форм 
заболевания  [104]. При этом, в отличие от 
нейтрализующих антител, цитолитические 
Т-лимфоциты для выполнения своей эффек-
торной функции могут распознавать эпитопы 
из любых антигенов SARS-CoV-2, а не только 
из S-белка. В исследовании Heitmann et al. [31] 
здоровых добровольцев иммунизировали 
смесью из 6  линейных 15-членных пепти-
дов: P1_nuc (ASWFTALTQHGKEDL), P2_nuc 
(LLLLDRLNQLESKMS), P3_spi (ITRFQTL
LALHRSYL), P4_env (FYVYSRVKNLNSSRV), 
P5_mem (LSYYKLGASQRVAGD), P6_ORF8 (SKW
YIRVGARKSAPL), представляющих собой 
фрагменты структурных: S-, N-, M- и Е-бел-
ков, а также одного неструктурного белка  – 
ORF8  (табл.  3). В  качестве одного из компо-
нентов адъюванта использовали 9-членный 
пептид с липидной модификацией на N-кон-
це, который является мощным агонистом ге-
теродимерного рецептора врождённого имму-
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нитета TLR1/TLR2  [105]. Изюминка работы 
состояла в выборе пептидов, основанном на 
предыдущих работах той же группы [106, 107], 
которые были подобраны таким образом, что 
внутри аминокислотных последовательно-
стей, презентирующихся молекулами главного 
комплекса гистосовместимости  (МНС) клас-
са  II  (DRB), содержались вложенные пепти-
ды, презентирующиеся частыми аллельными 
вариантами  МНС класса  I. Иммунный ответ 
со стороны Т-лимфоцитов был детектирован 
у всех участников клинического исследования. 
Кроме того, было показано, что он сохраняется 
на протяжении всего исследования (3  месяца) 
и по силе превосходит ответ, развивающийся в 
результате перенесённой инфекции.

Известно, что для получения хорошего им-
мунного ответа на пептиды у животных или че-
ловека полезно конъюгировать пептиды с бел-
ком-носителем, а также применять адъюванты. 
Так, разработчики отечественной пептидной 
вакцины использовали подобную стратегию 
на основе консервативных последовательно-
стей S-белка SARS-CoV-2, что, предположи-
тельно, могло повысить устойчивость вакци-
ны к возможным мутациям вируса  (табл.  3). 
Были выбраны и химически синтезированы 
семь пептидов длиной 20–31  а.о., несущих 
предполагаемые линейные B-клеточные эпи-
топы S-белка. В  качестве белка-носителя был 
выбран химерный рекомбинантный белок  – 
MBP-6xHis-N_nCoV-2019, содержащий зна-
чительную часть N-белка вируса SARS-CoV-2 
и белок  MBP из Escherichia coli, являющийся 
продуктом экспрессии в прокариотической 
системе, а в качестве адъюванта использовали 
гидроксид алюминия. Далее для конъюгации 
были отобраны три наиболее иммуногенных 
пептида: RLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGS 
(соответствует участку рецептор-связываю-
щего мотива S-белка вируса SARS-CoV-2), 
KEIDRLNEVAKNLNESLIDLQE и KNLNES
LIDLQELGKYEQYIK (соответствуют участку 
трансмембранного домена S-белка). Эти три 
пептидо-белковых конъюгата, смешанные в 
соотношении 1/1/1 и адсорбированные на гид-
роксиде алюминия, и входят в состав вакцины 
ЭпиВакКорона  [32, 33]. Отметим, что локали-
зация В-клеточных эпитопов, определённых в 
независимых исследованиях [30], не совпадает 
с положением указанных пептидов. Данные о 
фазе III клинических испытаний этой вакцины 
пока не опубликованы, но в недавнем сравни-
тельном исследовании эффективности отече-

ственных вакцин от варианта вируса Дельта 
эффективность ЭпиВакКороны была постав-
лена под сомнение [108].

В ряде работ были описаны и другие пеп-
тиды, представляющие собой иммуногенные 
Т-клеточные эпитопы  [106, 109, 110]. Так, не-
давнее систематическое исследование иммуно-
генности панели пептидов, презенти рующихся 
с участием наиболее частых аллелей МНС, вы-
явило несколько десятков эпитопов, ответ на 
которые после болезни или вакцинации раз-
вивается у большинства носителей конкретно-
го аллельного варианта МНС  [111]. Подобная 
панель пептидов может быть использована для 
определения Т-клеточного иммунного ответа у 
переболевших и вакцинированных и для ана-
лиза его стойкости. Интересно, что эти Т-кле-
точные эпитопы лишь минимально затронуты 
мутациями в распространённых вариантах ви-
руса, так что на основе этих эпитопов разумно 
разрабатывать новые вакцины, направленные 
на индукцию Т-клеточного ответа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы рассмотрели возможное использо-
вание синтетических пептидов для борьбы с 
пандемией COVID-19. Большая часть предла-
гаемых стратегий относится к диагностике и 
профилактике инфекции, вызванной вирусом 
SARS-CoV-2. Во-первых, это различные стра-
тегии, направленные на блокировку входа ви-
руса в клетку. Во-вторых, это использование 
пептидов при конструировании профилакти-
ческих вакцин. Что касается блокировки входа 
вируса, мнение авторов состоит в том, что син-
тетические пептиды при всей их привлекатель-
ности (например, в составе профилактической 
ингаляционной формы) едва ли смогут кон-
курировать с моноклональными антителами и 
высокоаффинными растворимыми рецепто-
рами-приманками. Синтез «сшитых» пепти-
дов  (табл.  2), которые способны блокировать 
вход вируса, исключительно дорог. Таким об-
разом, едва ли COVID-19 будет побеждён с по-
мощью таких пептидов. Что касается пептид-
ных вакцин, то весьма высокой представляется 
вероятность успеха многообещающих Т-кле-
точных вакцин, которые находятся на ранних 
стадиях клинических испытаний. Хотя пока 
нет убедительной информации об эффектив-
ности пептидных В-клеточных вакцин, это на-
правление также имеет перспективу.
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Peptides are widely used in the diagnosis, prevention and therapy of certain human diseases. How useful can 
they be for the disease caused by the SARS-CoV-2 coronavirus? In this review, we discuss the possibility of 
using synthetic, recombinant peptides and polypeptides for the prevention of COVID-19, based on blocking 
the interaction of the virus with its main receptor ACE2, as well as the use of synthetic peptides in antiviral 
vaccines, taking into account emerging new variants of the virus.
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Принятые сокращения: БО  –  белок оболочки; 
ВМAльт  –  вирус мозаики альтернантеры; ВМД  –  ви-
рус мозаики долихоса; ВТМ  –  вирус табачной мозаи-
ки; ВШМЯ  –  вирус штриховатой мозаики ячменя; 
МРТ  –  магнитно-резонансная томография; СЧ  –  струк-
турно модифицированные частицы сферической формы; 
ХВК  –  Х-вирус картофеля, β-CD  –  β-циклодекстрин; 
Gd – ион гадолиния (III).
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Структурно модифицированные частицы, полученные в процессе термического или химическо-
го воздействия на палочковидные или нитевидные вирионы вирусов растений и бактериофагов, в 
последнее время заслужили пристальное внимание исследователей как перспективные биогенные 
частицы для создания новых биотехнологий. В настоящем обзоре представлены литературные дан-
ные, посвящённые получению, структуре и свойствам структурно модифицированных частиц, в том 
числе их биобезопасности для животных, а также основные направления применения таких частиц 
в биомедицине. Отдельный раздел посвящён одному из наиболее актуальных и перспективных на-
правлений использования структурно модифицированных вирусов растений – созданию вакцинных 
кандидатов на их основе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: структурно модифицированные вирусы, сферические частицы, вирусы растений, 
бактериофаги, вакцины, биотехнология, биомедицина.
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее десятилетие структурно моди-
фицированные частицы, полученные на основе 
вирусов растений или бактериофагов, становят-
ся всё более привлекательной белковой плат-
формой для различных применений в биотех-
нологии и биомедицине  [1–8]. Такие частицы 
получают в процессе термического или химиче-
ского воздействия на вирионы вирусов с палоч-
ковидной и нитевидной формой [9–12].

Изучение процесса происходящей струк-
турной перестройки вирионов, свойств образу-
ющихся частиц, их взаимодействия с клетками/
организмом млекопитающих имеют как фун-

даментальное, так и прикладное значение для 
создания новых биотехнологических платформ, 
в том числе для презентации антигенов, достав-
ки лекарственных препаратов, получения био-
маркёров.

Структурный переход от «палочек» к «сфе-
рам» для вируса табачной мозаики (ВТМ) (сем. 
Virgaviridae, род Tobamovirus) был впервые опи-
сан в  1956  г. Hart  [13], однако детально изучен 
значительно позже на кафедре вирусологии 
биологического факультета МГУ [1, 10]. Эти ис-
следования послужили толчком для дальнейших 
научных экспериментов и биомедицинских раз-
работок в РФ и других странах [2–4, 7, 14–22]. 
Так, американские исследователи сообщили об 
использовании структурно модифицированных 
частиц ВТМ для создания контрастирующих 
агентов для магнитно-резонансной томогра-
фии (МРТ) [2], а также доставки лекарств к опу-
холевой ткани при химиотерапии [3].

Большинство результатов, связанных со 
структурно модифицированными вирусами, 
получено с использованием ВТМ, хотя возмож-
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ность структурной модификации продемон-
стрирована и для других вирусов растений  [11, 
12, 23], а также для бактериофагов [9, 24].

Структурная модификация вирионов по-
зволяет получить дополнительные фундамен-
тальные знания о строении и стабильности 
вирусов, так как условия структурной модифи-
кации могут отличаться для вирусов с идентич-
ной морфологией.

Настоящий обзор посвящён анализу нако-
пившихся на текущий момент данных о струк-
туре, свойствах, безопасности и возможностях 
практического применения структурно моди-
фицированных вирусов растений и бактерий.

СТРУКТУРНО МОДИФИЦИРОВАННЫЕ 
ЧАСТИЦЫ ВИРУСОВ РАСТЕНИЙ

Структурно модифицированные частицы ви-
руса табачной мозаики. Характеристика и свой-
ства. Вирус табачной мозаики представляет 
собой палочковидный вирус длиной 300  нм и 
диаметром 18 нм. Капсид ВТМ состоит из 2130 
идентичных субъединиц белка оболочки  (БО), 
которые собираются вокруг вирусной одноце-
почечной  РНК, образуя спиральную структуру 
с центральной полостью диаметром 2  нм  [25]. 
ВТМ  –  классический объект вирусологии с 
момента её возникновения и один из наиболее 
изученных вирусов. Исследования  ВТМ в зна-
чительной степени определили фундаменталь-
ные представления современной молекулярной 
вирусологии. Накопленные знания позволили 
создать на основе  ВТМ новые платформы для 
использования в прикладных целях – медицине 
и биотехнологии [26].

В 1956 г. Hart [13], изучая методом электрон-
ной микроскопии морфологические измене-
ния, вызванные нагреванием препарата  ВТМ, 
сообщил, что инкубация при температуре 
80–98  °С в течение 10  с приводила к набуха-
нию частиц  ВТМ на одном или обоих концах 
с последующим превращением в «шаровидные 
частицы» (ball particles), причём объём частиц 
был сопоставим с объёмом исходной «палоч-
ки». Эти исследования не были продолжены и, 
можно сказать, про них «забыли» до 2011 г., ког-
да была опубликована статья Atabekov et al. [10], 
в которой такие частицы вновь были получены 
и исследованы с использованием современных 
экспериментальных методов и подходов. Эта пу-
бликация стала первой в цикле работ, где были 
подробно изучены условия образования, физико-
химические свойства и структура полученных 
в ходе термической перестройки  ВТМ частиц, 
которые получили название «сферические ча-
стицы»  (СЧ)  или «spherical  particles»  (SPs)  [1, 
10, 27–31]. Проведённые исследования проде-
монстрировали, что в результате термического 
воздействия на нативные частицы вируса мо-
гут быть получены СЧ ВТМ заданного размера. 
Структурно модифицированные частицы ВТМ 
изучались с использованием различных мето-
дов (электронная микроскопия, метод анализа 
траекторий наночастиц, метод динамическо-
го рассеяния света), дополняющих друг друга, 
что позволило дать точную характеристику СЧ. 
Структурный переход вирионов ВТМ в СЧ про-
исходит через промежуточные формы. На пер-
вом этапе формируются гантелевидные структу-
ры, которые в дальнейшем трансформируются в 
сферические частицы. СЧ  ВТМ являются од-
нородными по форме и обладают высокой ста-

Рис. 1. Структурно модифицированные частицы, полученные при термической перестройке вирионов ВТМ. а – ВТМ, 
просвечивающая электронная микроскопия, контрастирование 2%-ным раствором уранилацетата, размер метки  – 
200 нм; б – СЧ ВТМ, сканирующая электронная микроскопия, размер метки – 2 мкм. Изображения получены на кафед-
ре вирусологии биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова
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бильностью. Они не образуют агрегатов и не 
меняют размеры и формы при хранении в тече-
ние не менее 6 месяцев, а также при различных 
воздействиях, включая осаждение центрифу-
гированием при 10 000 g, повторный нагрев до 
температуры 98 °С и охлаждение, многократное 
замораживание до –20 °С с последующим оттаи-
ванием [10]. В ряде работ продемонстрирована 
возможность получения СЧ ВТМ в препаратив-
ных количествах  [19, 32]. Важным свойством 
СЧ ВТМ является то, что их размеры зависят от 
концентрации исходного препарата вируса, что 
позволяет получать СЧ ВТМ заданного диамет-
ра (рис. 1) [10, 32].

В отличие от вирионов ВТМ, СЧ  ВТМ не 
содержат  РНК, а белок, выделенный из них, 
не может быть собран в регулярную структуру, 
что указывает на то, что термическая денатура-
ция является необратимой  [10]. Структурные 
характеристики белка СЧ  ВТМ, полученные 
методами кругового дихроизма, спектроско-
пии комбинационного рассеяния и флуорес-
центной спектроскопии, имеют значительные 
отличия от структуры  БО в составе нативно-
го ВТМ. Перестройка вирионов ВТМ в СЧ со-
провождается увеличением плотности частиц и 
переходом субъединиц БО к структуре с низким 
содержанием α-спиралей и значительной до-
лей β-структур. СЧ ВТМ также демонстрируют 
сильную реакцию с тиофлавином Т, что свиде-
тельствует о появлении кросс-β-структур  [28]. 
Сравнительное исследование аминокислотно-
го состава поверхности  СЧ и вирионов  ВТМ 
методом тритиевой планиграфии установило, 
что сборка из термически денатурированных 
белковых субъединиц делает поверхность  СЧ 
существенно более гидрофобной  [31]. Таким 
образом, в условиях термической денатурации 
субъединицы БО  ВТМ приобретают специ-
фическую конформацию, благоприятную для 
сборки стабильных СЧ, при этом аминокислот-
ный состав поверхности СЧ значительно отли-
чается от вирионов ВТМ.

В результате термической перестройки 
СЧ  ВТМ приобретают свойства отличные от 
вирионов, в частности, уникальные адсорбци-
онные возможности. СЧ  ВТМ обладают спо-
собностью адсорбировать на своей поверхно-
сти белковые молекулы различного размера и 
состава (в том числе антигены патогенов чело-
века), полимеры и нативные вирусные частицы 
небольшого размера сферической формы [1, 4, 
7, 27, 29, 30, 33–35]. При этом процесс получе-
ния комплексов СЧ с целевыми агентами чрез-

вычайно прост и представляет собой короткую 
инкубацию (10–15 мин), необходимую для свя-
зывания молекул или вирионов с поверхно-
стью СЧ за счёт нековалентных связей. Другое 
свойство СЧ ВТМ, продемонстрированное на-
шей группой в нескольких работах, – усиление 
иммунного ответа на антигены различной при-
роды и молекулярной массы, адсорбированные 
на их поверхности [1, 4, 7, 34].

Все эти свойства позволили рассматривать 
возможности использования СЧ ВТМ как био-
генной белковой платформы и разрабатывать 
подходы для их практического применения.

Применение СЧ ВТМ при создании вакцин-
ных препаратов. Ключевой особенностью со-
временной вакцинологии, которая широко 
использует рекомбинантные бактериальные и 
вирусные антигены, является поиск новых без-
опасных адъювантов с целью улучшить имму-
ногенность антигенов, снизить дозу активных 
веществ вакцины и стоимость её производства. 
Адъюванты не только усиливают иммунный от-
вет и его продолжительность, но также могут 
влиять на тип ответа (гуморальный и/или кле-
точный). Известно, что адъюванты стимулиру-
ют иммунный ответ на различные антигены с 
различной эффективностью и, как сообщается, 
например, для адъювантов на основе соедине-
ний алюминия, в некоторых случаях являются 
малоэффективными [36–39].

СЧ ВТМ, безусловно, имеют потенциал для 
разработки вакцин и были использованы для 
получения комплексов с рекомбинантными 
антигенами коронавируса  [7], вируса красну-
хи  [4], ротавируса  [40], возбудителя сибирской 
язвы [35] и вируса птичьего гриппа [41] (табл. 1).

Полученные комплексы СЧ ВТМ с антиге-
нами (вакцинные кандидаты) находятся на раз-
личных стадиях разработки, но во всех случаях 
методами флуоресцентной микроскопии, им-
муноэлектронной и/или иммунофлуоресцент-
ной микроскопии показана возможность адсор-
бции рекомбинантных антигенов и антигенная 
специфичность белков в составе комплексов. 
В  недавно опубликованной работе СЧ  ВТМ 
использованы в качестве платформы  (депо) 
и адъюванта при разработке вакцины против 
COVID-19. Показано, что СЧ ВТМ значительно 
усиливают иммуногенность (общие титры IgG) 
рекомбинантных антигенов в составе компози-
ций и способствуют стимуляции сбалансиро-
ванного Th1/Th2-иммунного ответа. Вакцин-
ный кандидат при иммунизации сирийских 
хомяков индуцирует наработку антител, ней-
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Таблица 1. Прототипы вакцинных кандидатов, полученных с использованием СЧ ВТМ

Вакцинный кандидат Валентность Антиген Ссылки

Вирус краснухи моновалентная эпитоп белка Е1 [4]

Вирус гриппа птиц поливалентная эпитопы белков HA и M2 [41]

Вирус бешенства моновалентная инактивированный вирион [42]

Ротавирус моновалентная эпитоп белка VP6 [40]

Вирус Пуумала (хантавирус) моновалентная инактивированный вирион [38]

Коронавирус SARS-CoV-2 поливалентная
RBD-домен, консервативные фрагменты 
S2-субъединицы

[7]

Бактерия Bacillus anthracis моновалентная протективный антиген – PA [35]

трализующих SARS-CoV-2, что свидетельствует 
о перспективности данного подхода [7]. В дру-
гих исследованиях также показаны адъювант-
ные свойства СЧ  ВТМ. Вакцинный кандидат 
против краснухи, представляющий собой ком-
плексы антигена (тетраэпитопа А гликопротеи-
на  Е1) с СЧ  ВТМ, обеспечивал значительное 
увеличение титров антител (примерно в 10 раз) 
по сравнению с иммунизацией только одним 
антигеном или смесью антигена с адъювантом 
на основе гидроксида алюминия [4]. В настоя-
щее время успешно завершены доклинические 
испытания вакцинного кандидата против крас-
нухи на основе СЧ ВТМ.

СЧ значительно усиливают гуморальный 
иммунный ответ при иммунизации животных 
инактивированной вакциной против виру-
са  Пуумала и обладают адъювантной актив-
ностью в отношении продукции цитокинов 
IL-12 и  IFN-γ  [38]. Показано, что СЧ усили-
вают протективные свойства широко исполь-
зуемой российской безадъювантной антира-
бической вакцины  «Рабикан», полученной 
из инактивированного вируса бешенства. Ре-
зультаты продемонстрировали усиление про-
тективной активности вакцины  «Рабикан» 
при совместном применении с СЧ  ВТМ, со-
поставимое с эффектом неполного адъюванта 
Фрейн да [42] (табл. 1).

В ряде работ продемонстрировано, что при 
иммунизации животных вакцинными канди-
датами на основе СЧ  ВТМ большая часть ан-
тител вырабатывается на целевой антиген, а не 
на белковую частицу, используемую в качестве 
адъюванта [4, 7].

Другое применение СЧ  ВТМ при разра-
ботке вакцинных препаратов  – использование 

их для стабилизации антигенов при хранении. 
Известно, что белки – компоненты лекарствен-
ных препаратов  –  могут подвергаться спон-
танной деградации в процессе производства и 
хранения. В  наших работах, в частности, про-
демонстрирована возможность стабилизации 
протективного антигена  –  основного антигена 
возбудителя сибирской язвы  –  за счёт адсорб-
ции на поверхности СЧ ВТМ. Рекомбинантный 
протективный антиген  (rРА) является главным 
компонентом практически всех разрабатывае-
мых в настоящее время вакцин. Нестабильность 
этого белка связана главным образом с наличи-
ем сайтов протеолиза и спонтанным дезамиди-
рованием остатков аспарагина в составе белка, 
что приводит к его деградации. Скорость деза-
мидирования значительно увеличивается, когда 
гидроксид алюминия используется в качестве 
адъюванта, что в конечном итоге значительно 
снижает протективные свойства вакцин при 
хранении и клинических применениях [43, 44]. 
В  проведённых исследованиях показано, что 
rРА с  внесёнными аминокислотными замена-
ми сайтов, ответственных за дестабилизацию 
белка, и адсорбцированный на поверхности 
СЧ ВТМ проявляет высокую стабильность при 
хранении [8, 35].

Применение СЧ ВТМ в качестве носителя 
для функционально-активных молекул и в проти-
воопухолевой терапии. В ряде исследований раз-
работаны методы для ковалентного связывания 
функционально активных молекул с СЧ ВТМ, а 
также методы их инкапсуляции во время терми-
ческой перестройки.

В работе исследовательской группы под 
руководством Dr.  N.F.  Steinmetz показана спо-
собность эффективной биоконъюгации за счёт 
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функциональных групп аминокислотных остат-
ков лизина  (аминогруппа), аспарагиновой и 
глутаминовой кислот  (карбоксильная группа) 
и цистеина  (тиоловая группа) на поверхности 
СЧ ВТМ [3]. Химическая модификация СЧ ВТМ 
расширяет возможности их применения при 
создании комплексов с функционально-
активными соединениями для различных био-
медицинских приложений. Так, показана воз-
можность конъюгации СЧ  ВТМ за счёт кова-
лентного связывания карбоксильной группы 
глутаминовых кислот с химиотерапевтическим 
препаратом доксорубицином. Параллельно ав-
торы проверяли возможность нековалентной 
инкапсуляции доксорубицина при его простом 
добавлении к вирионам ВТМ в процессе терми-
ческой перестройки. При использовании двух 
линий раковых клеток молочной железы оба 
подхода продемонстрировали эффективную 
доставку лекарственного препарата  (поглоще-
ние клетками) и уничтожение раковых клеток.

В другой работе той же группой учёных 
проведён сравнительный анализ способно-
сти вирионов ВТМ и СЧ  ВТМ стимулировать 
противоопухолевый ответ на клетках мелано-
мы  B16F10, высокоагрессивной и слабоимму-
ногенной модели опухоли, широко используе-
мой для исследований различных препаратов 
в иммунотерапии  [22]. Ранее на этой модели 
была показана противоопухолевая активность 
различных вирусов растений, от икосаэдри-
ческого вируса мозаики коровьего горош-
ка  (ВМКГ) до нитевидных Х-вирусов карто-
феля  (ХВК) и вируса мозаики папайи  [45–47]. 
На экспериментальной мышиной модели с 
индуцированной меланомой продемонстриро-
вано, что интратуморальное введение суспен-
зии ВТМ и СЧ  ВТМ приводит к снижению 
скорости роста опухоли и увеличению вре-
мени выживания животных. Однако сравни-
тельный анализ обоих препаратов на основе 
ВТМ показал более низкую эффективность в 
экспериментах по сравнению с  ВМКГ. Тем не 
менее авторы отмечают, что в работе исполь-
зованы СЧ ВТМ с достаточно большим диаме-
тром частиц для подобных исследований (око-
ло  250  нм), и допускают формирование более 
эффективной защиты при использовании ча-
стиц меньшего размера [22].

В работе Wu  et  al.  [20] использован β-ци-
клодекстрин  (β-CD) для химической моди-
фикации поверхности вирионов  ВТМ. При 
термической перестройке таких частиц об-
разовывались СЧ, имеющие средний диа-

метр 88 нм. Продемонстрирована возможность 
образования комплекса  СЧ, модифицирован-
ного β-CD, с адамантаном (химическое соеди-
нение и его аналоги, применяемые в терапии 
различных заболеваний)  [20]. Учитывая тот 
факт, что ранее эти же авторы изучили возмож-
ность сборки подобных комплексов на основе 
модифицированных β-CD нативных вирионов 
ВТМ, в которые, помимо адамантана, входили 
фолиевая кислота, родамин  B, доксорубицин 
и полиэтиленгликоль  [48], учёные предполо-
жили, что такой подход имеет перспективы для 
сборки супрамолекулярных комплексов.

В ряде работ продемонстрирована воз-
можность иммобилизации наночастиц золо-
та и серебра на поверхности СЧ  ВТМ  [21,  49]. 
Результаты этих исследований могут иметь 
потенциальное применение, например, при 
разработке биосенсоров, а также в противо-
опухолевой и антибактериальной терапии. 
К сожалению, несмотря на представленные ре-
зультаты, демонстрирующие возможность мо-
дификации поверхности СЧ ВТМ различными 
металлами, новые публикации этих научных 
коллективов отсутствуют. Многообещающие 
результаты по иммобилизации на поверхности 
СЧ  ВТМ ионов металлов получены научной 
группой под руководством Dr.  N.F.  Steinmetz. 
Учёные модифицировали внутреннюю поверх-
ность вирионов  ВТМ хелатными комплексами 
гадолиния  (III)  (Gd), широко используемыми 
в клинической практике в качестве контраст-
ных агентов при проведении МРТ. Полученные 
комплексы СЧ  ВТМ–Gd (диаметром  170  нм) 
обеспечивали более высокое время релакса-
ции по сравнению со свободным хелатным 
комплексом Gd и ВТМ–Gd, сопоставимое с 
такими высоко контрастирующими агента-
ми для  МРТ, как синтетические дендримеры, 
конъюгированные с хелатным комплексом 
с  Gd  [2,  14]. Чтобы пролонгировать действие 
таких комплексов в организме, учёные покры-
ли комплексы СЧ ВТМ–Gd (диаметром 75 нм) 
биологически инертным и стабильным крем-
незёмом (диоксид кремния). Минерализация 
СЧ  ВТМ–Gd привела к почти трёхкратному 
увеличению времени релаксации. При этом та-
кие комплексы, в отличие от СЧ ВТМ–Gd без 
кремнезёма, быстрее поглощались макрофага-
ми и были защищены от распознавания анти-
тел. Авторы заключили, что СЧ  ВТМ–Gd, по-
крытые кремнезёмом, могут найти применение 
в МРТ-диагностике заболеваний, связанных с 
воспалительным процессом [18].
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Рис. 2. Возможные области применения СЧ ВТМ

При исследовании возможных примене-
ний СЧ ВТМ в биотехнологии и медицине ис-
пользуется большой арсенал подходов, ранее 
опробованных и изученных на примере раз-
личных вирионов вирусов растений. Способ-
ность СЧ  ВТМ проникать в клетки вместе с 
возможностью химической биоконъюгации и 
нековалентной инкапсуляции различных тера-
певтически значимых соединений позволяют 
рассматривать их как привлекательную плат-
форму для доставки лекарственных и маркёр-
ных средств и могут найти своё применение в 
медицине. Основные возможные направления 
практического применения СЧ ВТМ представ-
лены на рис. 2.

Структурно модифицированные частицы на 
основе вирусов растений с различной морфоло-
гией. В  настоящее время именно ВТМ чаще 
других фитовирусов представлен в биотехно-
логических и биомедицинских исследованиях. 
Однако и другие вирусы растений, обладающие 
отличной от  ВТМ морфологией/строением, 
могут быть структурно модифицированы при 
физическом воздействии. Структурно моди-
фицированные частицы сферической формы 
были получены при термической обработке 
палочковидных вирионов представителя рода 
тобамовирусов  – вируса мозаики долихо-

са  (ВМД), гордеивирусов  – вируса штрихова-
той мозаики ячменя (ВШМЯ) [23], нитевидных 
вирионов потивирусов  – А-вируса картофе-
ля  (АВК)  [50] и потексвирусов: вируса моза-
ики альтернантеры  (ВМAльт)  [12] и  Х-вируса 
картофеля  (ХВК)  [11]. Следует отметить, что 
попытки воздействовать температурой на ви-
рионы вирусов растений с икосаэдрическим 
типом симметрии не увенчались успехом. Так, 
при термической обработке сферических вири-
онов вируса мозаики цветной капусты (ВМЦК) 
и вируса мягкой мозаики фасоли  (ВММФ) 
структурная модификация не происходит, из-
менений в морфологии и размерах вирионов 
не обнаружено [23].

Термическая перестройка вирионов у дру-
гих фитовирусов с палочковидной или ните-
видной формой, относящихся к различным 
таксономическим группам, в сферические ча-
стицы происходит так же, как и у  ВТМ: в два 
этапа через образование промежуточных форм. 
Полная структурная перестройка у  ВШМЯ, 
ВМД и  ВМАльт происходит при температуре 
94 °С, а у ХВК – при 90 °С (табл. 2).

Различия в температурах и условиях терми-
ческой перестройки морфологически сходных 
вирусов растений (ХВК и ВМАльт) свидетель-
ствуют о различиях в структуре и стабиль-
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Таблица 2. Возможность термической перестройки вирусов растений и свойства СЧ, полученных из них

Название ВТМ ВМД ВШМЯ ВМАльт ХВК АВК ВММФ ВМЦК

Семейство, Род
Virgaviridae, 
Tobamovirus

Virgaviridae, 
Tobamovirus

Virgaviridae, 
Hordeivirus

Alphafl exi-
viridae, 

Potexvirus

Alphafl exi-
viridae, 

Potexvirus
Potyviridae, 

Potyvirus
Tombus-

viridae

Caulimo-
viridae, 

Caulimovirus

Морфология 
вириона

палочко-
видный

палочко-
видный

палочко-
видный

нитевидный нитевидный нитевидный
сфери-
ческий

сфери-
ческий

Геном РНК РНК РНК РНК РНК РНК РНК ДНК

Трансформация 
в СЧ

да да да да да да нет нет

Температура 
структурного 
перехода, °С

94 94 94 94 90 60* – –

Зависимость 
размера от 
концентрации

да да нет да да н/а – –

Наличие в 
СЧ кросс-β-
структур

да н/а н/а да да да – –

Изменение 
аминокис лот-
ного состава 
поверхности

да н/а н/а да н/а н/а – –

Адсорбционные 
свойства

да н/а н/а да да н/а – –

Примечание. н/a – не анализировали.

* Условия формирования СЧ отличаются от условий получения СЧ из других вирусов растений.

ности вирионов. Для СЧ  ХВК и СЧ  ВМАльт 
показано, что они не содержат РНК. Иссле-
дования структуры белка в составе СЧ  ХВК и 
СЧ  ВМАльт выявили различия во вторичной 
и третичной структурах БО  СЧ и БО в натив-
ных вирионах  [11,  12]. Аналогично в СЧ  ВТМ 
структурный переход сопровождается появле-
нием большего количества β-структур в составе 
белка по сравнению с вирионами. Проанализи-
рованы адсорбционные свойства СЧ и способ-
ность связывать модельные антигены на сво-
ей поверхности. Полученные характеристики 
СЧ ХВК и СЧ ВМАльт указывают на потенци-
альную возможность их применения в качестве 
платформ для презентации целевых антигенов 
и создания функционально активных комплек-
сов. Также для СЧ  ВМАльт показано наличие 
химически реактивных поверхностных амино-
кислот [12].

Исследования структурно модифицирован-
ных частиц сферической формы, полученных 
из различных представителей фитовирусов, 
должны быть продолжены. Весьма вероятно, 
что их свойства и особенности, отличающие их 
от СЧ ВТМ, найдут своё применение при соз-
дании биогенных платформ и дадут дополни-
тельную информацию о строении вирионов.

Безопасность применения СЧ. Вирусы рас-
тений безопасны для млекопитающих, они не 
являются для них патогенными и не могут раз-
множаться в клетках человека [51]. В исследова-
нии in vitro возможности биодеградации белка в 
составе СЧ продемонстрировало, что СЧ ВТМ 
подвергаются полному протеолизу в присут-
ствии протеиназы К, в то время как нативные 
вирионы остаются устойчивыми к воздействию 
фермента [27]. Исследование профиля биорас-
пределения СЧ ВТМ с диаметром около 50 нм 
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у мышей показало, что они накапливаются 
преимущественно в селезёнке и печени через 
4  ч после инъекции и выводятся из циркуля-
ции макрофагами. Через 24  ч после введения 
СЧ  не обнаруживаются в тканях животных, 
что даёт преимущество перед синтетическими 
материалами небиологического происхожде-
ния, которые могут сохраняться в тканях в те-
чение длительного периода и биодеградация 
которых сопровождается побочными продук-
тами, приводящими к индукции окислитель-
ного стресса, a также апоптоза  [52]. СЧ  ВТМ 
демонстрируют хорошую совместимость с кро-
вью (не вызывают гемолиз или свёртывание) 
и тканями (отсутствие признаков воспаления, 
апоптоза, дегенерации или некроза) [15]. В ре-
зультате дальнейших исследований, проведён-
ных на трёх видах животных (мыши, крысы, 
кролики), при введении СЧ  ВТМ диаметром 
300  нм внутримышечно или внутрибрюшинно 
установлено, что СЧ не обладают токсичными 
свойствами. Оценка включала доклинические 
исследования местной переносимости после 
однократного введения, а также местных и си-
стемных эффектов после многократного вве-
дения  СЧ, в том числе физиологические, ги-
стологические и гематологические изменения, 
а также исследования токсичности для репро-
дуктивной системы [53, 54]. Безопасность СЧ в 
составе вакцинного кандидата против краснухи 
также продемонстрирована в доклинических 
исследованиях на трёх видах животных (мыши, 
крысы, кролики) [4].

Таким образом, в ряде работ показано, что 
СЧ ВТМ биологически совместимы с клетками 
животных, биоразлагаемы и безопасны.

СТРУКТУРНО МОДИФИЦИРОВАННЫЕ
 ЧАСТИЦЫ БАКТЕРИОФАГОВ

 И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ

Возможность получения структурно моди-
фицированных сферических частиц продемон-
стрирована для бактериофага  М13 (семейство 
Inoviridae, род Inovirus). Вирионы  М13 имеют 
нитевидную форму длиной 880  нм и диамет-
ром 6,5 нм [55]. В состав вириона бактериофа-
га M13 входит одноцепочечная кольцевая ДНК 
(6407  нт), которая упакована примерно в 
2700 копий основного белка капсида p8 [5, 24, 
56]. Белок  p8 практически на  100% состоит из 
α-спиралей [9]. В состав капсида также входят 
минорные белки p3, p6, p5 и p9 [5]. Интересно 

отметить, что в данном случае структурный пе-
реход происходил не под воздействием высокой 
температуры, а при кратковременной обработ-
ке суспензии фаговых частиц равным объёмом 
хлороформа при температуре 24 °С [9]. Возмож-
ность структурной модификации также проде-
монстрирована и для других представителей 
рода Inovirus: для бактериофагов fd и f1 [24, 57]. 
Показано, что при обработке хлороформом 
происходят изменения в гидрофобных взаи-
модействиях между субъединицами белка  p8, 
а 2/3  вирусной  ДНК высвобождается через 
пору, образованную пятью субъединицами ми-
норного белка  p3. Таким образом, обработка 
хлороформом вирионов нитевидных бактерио-
фагов приводит к формированию сферических 
частиц с асимметричным расположением бел-
ков  p8 и  p3  [5, 9, 57]. Размер сферических ча-
стиц, формирующихся в результате структурной 
перестройки бактериофага  М13 (СЧ  М13), по 
данным просвечивающей электронной микро-
скопии, составляет около 39 нм и сохраняется 
стабильным в течение 12  ч при инкубации во 
льду или при комнатной температуре. Однако 
при более длительной инкубации размер 
СЧ М13 становится более вариабельным и мо-
жет увеличиваться [24]. При структурной моди-
фикации M13, как и в случае с белком оболоч-
ки  ВТМ, наблюдается понижение содержания 
α-спиралей в составе белка p8  [9]. Контрасти-
рование сферических частиц, образующихся из 
фага М13 (СЧ М13), с помощью фосфовольфра-
мовой кислоты позволило продемонстрировать 
наличие полости в данных наночастицах  [24]. 
Следует отметить, что СЧ  ВТМ, в отличие от 
СЧ М13, не являются полыми [32]. Понижение 
температуры обработки хлороформом до  2  °С 
позволило зафиксировать образование про-
межуточной формы при структурном переходе 
нитевидных вирионов в СЧ  М13. Переходная 
форма представлена палочковидной частицей 
длиной 250 нм и шириной 15 нм, имеющей по-
лый центральный канал и уширение на одном 
конце, увеличение которого впоследствии и 
приводит к формированию сферической ча-
стицы [9].

Возможность структурной модификации 
нитевидных бактериофагов под действием хло-
роформа была продемонстрирована ещё в на-
чале 80-х гг. ХХ века [9]. Однако только в 2007 г. 
появилась публикация Olsen  et  al.  [58], посвя-
щённая возможности использования сферо-
идов из нитчатых бактериофагов семейства 
Inoviridae в качестве компонентов биосенсоров 
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Рис. 3. Возможные области применения СЧ М13

к Salmonella typhimurium. Для этого методом фа-
гового дисплея были получены нитчатые бакте-
риофаги, аффинные к S.  typhimurium, которые 
после обработки хлороформом превращались в 
сферические частицы. Полученные СЧ в даль-
нейшем использовались для создания аффин-
ного монослоя биосенсора. Описанная выше 
работа, а также ряд публикаций по СЧ  ВТМ 
и демонстрации их биотехнологического по-
тенциала возродили интерес к СЧ на основе 
нитчатых бактериофагов [1, 2, 10, 58]. Группой 
учёных из университета Калифорнии опубли-
кован ряд работ, посвящённых получению и 
применению СЧ  М13, аффинных к золоту  [6, 
55, 59]. Для промежуточных форм СЧ  М13 и 
для СЧ  М13, покрытых золотом, продемон-
стрирована возможность выступать в качестве 
фототермически индуцированного антибакте-
риального агента на примере клеток Escherichia 
coli. Интересно, что размер образующихся про-
межуточных форм (161 ± 33 нм) и СЧ (60 нм), 
несущих в составе белка p8 пептид, аффинный 
к золоту, отличался от СЧ и промежуточных 
форм из нативного  М13. Стоит отметить, что 
минорный белок капсида  р3 в составе проме-
жуточных форм и СЧ М13 сохраняет свою спо-
собность к связыванию с рецепторами E.  coli, 

что позволяет рассматривать данные частицы 
в качестве направленного антибактериального 
агента, способного осуществлять фототерми-
ческий лизис бактериальных клеток. Авторы 
данного исследования предполагают, что, мо-
дифицируя белок p3, можно расширить спектр 
бактерий, с которыми будут связываться струк-
турно модифицированные частицы на осно-
ве М13, покрытые золотом [6]. В другой работе 
этой же научной группы благодаря одновре-
менной модификации белков p8 (модифициро-
ван пептидом, аффинным к золоту) и  p3 (мо-
дифицирован пептидом, аффинным к цинку) 
бактериофага  М13 и последующей обработке 
хлороформом удалось получить бифункцио-
нальные СЧ М13. В дальнейшем на поверхно-
сти бифункциональных СЧ  М13 проводился 
синтез Au и ZnS, и таким образом были полу-
чены гибридные наноструктуры, асимметрич-
но покрытые золотом и сульфидом цинка  [5]. 
Ранее было показано, что наночастицы Au/ZnS 
могут рассматриваться в качестве регенериру-
емых катализаторов для фотокаталитических 
реакций [60].

Принимая во внимание рассмотренные 
результаты, можно предположить, что СЧ, по-
лученные путём обработки нитевидных бак-
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териофагов семейства Inoviridae, могут найти 
применение при разработке бактерицидных 
агентов, биосенсоров для диагностики, а также 
в качестве каркаса для создания гибридных на-
ноструктур (рис. 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Через полвека после обнаружения струк-
турной перестройки при термической обра-
ботке палочковидных вирионов  ВТМ в части-
цы сферической формы интенсивное развитие 
биомедицины вызвало интерес к более деталь-
ному изучению данного феномена и привело к 
многочисленным публикациям, посвящённым 
свойствам и применению структурно модифи-
цированных вирусных частиц. Изучение усло-
вий и особенности структурной модификации 
морфологически сходных вирусных частиц 
может позволить получить важные фундамен-
тальные знания о строении, структуре и ста-
бильности вирионов. Основные исследования, 
посвящённые характеристике и потенциаль-
ным областям применения структурно модифи-
цированных частиц вирусов растений, выпол-
нены на СЧ ВТМ. Уникальные адсорбционные 
свойства СЧ ВТМ и эффективные иммуности-
мулирующие свойства, а также широкие воз-
можности модификации поверхности СЧ ВТМ 
делают их перспективной платформой для соз-
дания различных биотехнологий. Важную роль 
для возможного использования СЧ в медицине 
играют такие свойства, как биосовместимость, 
безопасность и биоразлагаемость. В литературе 
описаны результаты исследований, убедитель-
но продемонстрировавшие, что СЧ ВТМ обла-
дают противоопухолевой активностью, могут 
стать платформой/адъювантом для создания 
вакцинных кандидатов против вирусных и бак-
териальных инфекций, а также найти примене-
ние в диагностике и микроэлектронике.

Однако не стоит ограничивать исследо-
вания возможности применения структурно 
модифицированных вирусных частиц толь-
ко СЧ ВТМ. Нельзя исключить, что подобные 
частицы, полученные из вирионов других ви-
русов растений, позволят получить биогенные 
платформы с новыми свойствами, отличными 
от СЧ ВТМ. Простота выделения и очистки ви-
русов растений, потенциальные возможности 
масштабирования их коммерческого произ-
водства, а также безопасность для человека и 
животных представляют собой важные преи-

мущества СЧ вирусов растений по сравнению 
с другими биополимерами и синтетическими 
наноматериалами.

Помимо структурно модифицированных 
частиц вирусов растений, внимания заслужи-
вают работы по получению СЧ из нитевидных 
бактериофагов. Был предложен целый ряд на-
правлений их возможного применения. Так, 
СЧ М13 представляют особый интерес в каче-
стве фототермических бактерицидных агентов 
и каркаса/носителя для создания комплексов с 
различными соединениями металлов. Уже поя-
вились эффективные методы получения бакте-
риофага М13 в необходимых для практического 
использования количествах и с высокой степе-
нью очистки [61], что позволяет рассматривать 
его как перспективный объект для будущих 
разработок.

Стоит отметить, что в настоящее время 
спектр направлений практического примене-
ния структурно модифицированных вирусных 
частиц соотносится с подходами, предложен-
ными ранее для вирионов и вирусоподобных 
частиц вирусов растений  [62–64]. Разработ-
ки, осуществлённые на нативных вирионах 
вирусов растений и бактериофагах, сыграли 
существенную роль при проведении работ со 
структурно модифицированными частицами. 
Можно ожидать, что благодаря своим уникаль-
ным характеристикам эти частицы могут найти 
применение и в новых направлениях биотехно-
логии и медицины.

Приведённые данные позволяют, на наш 
взгляд, сделать однозначный вывод, что изу-
чение структурно модифицированных вирус-
ных частиц представляет собой актуальное и 
перспективное направление. Результаты таких 
исследований могут иметь практическое при-
ложение в современной вирусологии и биотех-
нологии.
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STRUCTURALLY MODIFIED PLANT VIRUSES AND BACTERIOPHAGES. 
PROPERTIES AND APPLICATIONS

Review
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Structurally modifi ed particles obtained by thermal or chemical treatment of rod-shaped or fi lamentous virions 
of plant viruses and bacteriophages have recently earned close attention of researchers as promising biogenic 
particles for design new biotechnologies. This review presents data on the preparation, structure, and properties 
of structurally modifi ed particles, including their biosafety for animals, as well as the same areas of application 
of these particles in biomedicine. A special section is devoted to one of the most relevant and promising areas 
for the use of structurally modifi ed plant viruses – the development of vaccine.

Keywords: structurally modifi ed viruses, spherical particles, plant viruses, bacteriophages, vaccines, biotechnology, 
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Принятые сокращения: ГХ – гидроксихолестерин; ИНФ – интерферон; ЛПС –липополисахарид; МКС – мембран-
ные контактные сайты; ЭПС – эндоплазматическая сеть; ЭР – эстрогеновый рецептор; CH25H – холестерин 25-гид-
роксилаза; HMGCR  –3-гидрокси-3-метилглутарил коэнзим  А редуктаза; LX-рецепторы  –  печеночные X-рецепторы; 
TLR4 – толл-подобный рецептор 4.

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Холестерин – основной структурный ком-
понент плазматической мембраны, который 
контролирует текучесть и толщину мембран. 

Холестерин организует в мембране микродо-
мены, липидные рафты, в которых сосредо-
точены многие рецепторы, ионные каналы и 
сигнальные ферменты. Стероидные гормоны, 
желчные кислоты и нейростероиды синтези-
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Холестерин – важный компонент плазматических мембран и предшественник ряда биологически 
активных соединений, в том числе гидроксихолестеринов (ГХ). Последние контролируют ключевые 
звенья клеточного гомеостаза холестерина. ГХ, проникая через мембранные и сосудистые барьеры, 
могут оказывать дистанционное действие, выступая в роли пара- и эндокринных агентов. 25-ГХ в 
небольших количествах образуется в эндоплазматической сети многих клеток и является мощным 
локальным регулятором синтеза холестерина, его внутриклеточного транспорта и депонирования. 
При запуске воспалительных реакций продукция 25-ГХ значительно возрастает в макрофагах, ден-
дритных клетках и микроглии. Также синтез 25-ГХ может повышаться при ряде неврологических 
заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера, боковой амиотрофический склероз, спастическая 
параплегия 5-го типа и Х-сцепленная адренолейкодистрофия. При этом пока не известно, в каких 
случаях 25-ГХ может усиливать патологию, а когда – обладать протекторными свойствами. Молеку-
лярными мишенями для действия 25-ГХ являются некоторые транскрипционные факторы (LX-ре-
цепторы, SREBP2, ROR), сопряженный с G-белком рецептор (GPR183), ионные каналы (NMDA-ре-
цепторы, SLO1), молекулы адгезии (α5β1- и αvβ3-интегрины), а также оксистерин-связывающие 
белки. Такое изобилие белков, взаимодействующих с 25-ГХ, предполагает наличие у данного ГХ 
способности принимать участие во многих физиологических и патологических процессах. В пред-
ставленном обзоре мы сфокусировались на регуляции продукции 25-ГХ и его универсальной роли 
в контроле клеточного гомеостаза холестерина, а также на эффектах 25-ГХ как сигнальной молеку-
лы, опосредующей влияние воспаления на процессы в нервно-мышечной системе и мозге. Исходя 
из накопившихся данных следует заключить, что 25-ГХ препятствует накоплению клеточного холе-
стерина и выступает в качестве мощного модулятора нейровоспаления, синаптической передачи и 
миелинизации. Его усиленная продукция в ответ на широкий спектр «нарушений» может выполнять 
протективную роль, ограничивая гибель нейронов. Тем не менее сверхвысокие концентрации 25-ГХ 
оказывают нейротоксическое действие.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: холестерин, 25-гидроксихолестерин, LX-рецепторы, NMDA-рецепторы, синапти-
ческая передача, нейровоспаление, микроглия.
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руются из холестерина. Также холестерин вы-
ступает предшественником многочисленных 
окисленных форм холестерина (оксистери-
нов), часть из которых выполняет важные сиг-
нальные функции и контролирует синтез само-
го холестерина, в том числе в мозге и сетчатке, 
которые в значительной степени отключены от 
системного гомеостаза холестерина [1].

Холестерин может окисляться до различ-
ных форм оксистеринов, концентрация ко-
торых неодинакова. Один из оксистеринов, 
25-гид роксихолестерин (25-ГХ), вызывает осо-
бый интерес. Во-первых, он синтезируется при 
участии специфичного фермента эндоплазма-
тической сети (ЭПС), холестерин-25-гидрок-
силазы (CH25H) [2]. Экспрессия гена CH25H в 
норме низкая и увеличивается в десятки раз в 
ходе воспалительных реакций [3], в том числе 
сопровождающих нейродегенеративные забо-
левания [4, 5]. Во-вторых, главные клетки про-
дуценты 25-ГХ – это макрофаги, дендритные 
клетки и микроглия [3,  4]. Особенно интен-
сивно 25-ГХ могут синтезировать альвеоляр-
ные макрофаги [6]. В-третьих, мишенями дей-
ствия 25-ГХ являются некоторые сопряженные 
с G-белками рецепторы, транскрипционные 
факторы, адгезивные молекулы и ионные ка-
налы [3, 7–10]. Кроме того, 25-ГХ, как ГХ с ги-
дроксильной группой в боковой цепи, спосо-
бен проникать не только через плазматические 
мембраны, но и сквозь сосудистые барьеры 
[11]. Последнее свойство создает предпосылки 
для дистанционного действия ГХ в качестве 
пара- и (или) эндокринного фактора [12].

РЕГУЛЯЦИЯ ПРОДУКЦИИ 
25ГИДРОКСИХОЛЕСТЕРИНА

Образование 25-ГХ определяется в значи-
тельной степени содержанием CH25H в клет-
ках (рис.  1). Многочисленные исследования 
показали, что провоспалительные цитокины 
могут сильно повышать экспрессию CH25H 
[3]. В частности, CH25H относят к семейству 
интерферон-стимулируемых генов. Активация 
рецепторов к интерферону (ИНФ) приводит 
к сборке комплекса (из транскрипционных 
факторов STAT1 и STAT2), который усилива-
ет экспрессию CH25H в макрофагах в ~ 30 раз, 
в дендритных клетках – в ~  10  раз [13]. Инте-
ресно, что 25-ГХ может подавлять переме-
щение рецептора ИНФγ в липидные рафты в 
микроглии и подавлять вызванную ИНФγ про-

воспалительную активацию микроглии [14]. 
Следовательно, под влияем ИНФ увеличива-
ется продукция 25-ГХ, который подавляет пе-
редачу сигналов через рецепторы к ИНФ, т.е. 
формируется отрицательная обратная связь, 
ограничивающая действие ИНФ. Интересно 
отметить, что повышенная экспрессия генов, 
связанных с метаболизмом холестерина (в том 
числе CH25H) характерна для Trem2+ микрог-
лии, обладающей протекторными свойствами 
при нейродегенеративных и демиелинизирую-
щих заболеваниях [15].

Повышение уровня 25-ГХ в плазме про-
исходит не только при вирусных, но и бакте-
риальных угрозах. Липополисахарид (ЛПС) 
бактериальной стенки, стимулируя толл-по-
добный рецептор  4 (TLR4), увеличивает экс-
прессию CH25H примерно в 35 и 65 раз в мак-
рофагах [21] и микроглии [4] соответственно. 
Аналогично, инъекции селективного агони-
ста TLR4 повышают содержание CH25H через 
8–12  ч в печени (~250  раз), сердце (~50  раз), 
мозге (~30 раз), легких (~ 20 раз), мышцах, поч-
ках и тимусе (8–12 раз), а также в 3–5 раз – в 
коже и кишечнике, что указывает на реакцию 
резидентных макрофагов многих тканей [22]. 
Экспрессия CH25H может усиливаться под 
действием транскрипционного фактора KLF4, 
регулирующего воспаление и апоптоз, и акти-
вируемого при стимуляции рецепторов ряда 
цитокинов [16]. Инъекция ЛПС увеличивает 
образование KLF4 в микроглиальных клетках, 
где KLF4 взаимодействует с транскрипцион-
ным фактором NFκB, одним из ключевых ре-
гуляторов провоспалительных генов [23]. KLF4 
способствует изменению фенотипа микрог-
лии и макрофагов в направлении из провос-
палительного М1- в противовоспалительный 
М2-вариант [24,  25]. В макрофагах показано, 
что KLF4 повышает экспрессию печеночных 
Х-рецепторов (LX-рецепторов) [16]. Послед-
ние – важные регуляторы воспалительного 
ответа и метаболизма липидов, в том числе хо-
лестерина. Более того, 25-ГХ является лиган-
дом LX-рецепторов: через их активацию 25-ГХ 
способен усилить выработку CH25H в макро-
фагах и, следовательно, синтез 25-ГХ [18]. Та-
ким путем формируется положительная обрат-
ная связь, направленная на лавинообразное 
увеличение уровня 25-ГХ. Причем стимуляция 
LX-рецепторов 25-ГХ важна для перехода мак-
рофагов в M2-состояние [26].

Повышенная активность CH25H наблюда-
ется при ряде заболеваний, сопровождаемых 
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хронических воспалением, в том числе нейро-
воспалением. Например, увеличение экспрес-
сии CH25H в микроглиальных клетках было 
обнаружено в моделях болезни Альцгеймера 
[27], Х-сцепленной адренолейкодистрофии 
[28] и лейкоэнцефалопатии у взрослых с аксо-
нальными сфероидами и пигментированной 
глией [29]. Концентрация 25-ГХ может значи-
тельно повышаться при боковом амиотрофи-
ческом склерозе [5,  30] и спастической пара-
плегии 5 типа [31] – патологиях, поражающих 
двигательные нейроны.

Безусловно, при воспалительных реакциях 
существует и негативная регуляция содержа-
ния CH25H. Экспрессия CH25H подавляется 
транскрипционным фактором ATF3 [17], ко-
торый активируется при повышении уровня 
ряда цитокинов и интерферонов. Активация 

этого фактора в микроглии происходит при по-
вреждении нервов  и важна для их регенерации 
[32]. Убиквитинирование CH25H направляет 
фермент на деградацию в протеасомы. Вирус 
репродуктивно-респираторного синдрома сви-
ней, усиливая убиквитинирование и протеолиз 
CH25H, угнетает синтез 25-ГХ, обладающего 
противовирусными свойствами [20]. Уровень 
25-ГХ снижается у пациентов при поражении 
COVID-19, что сопровождается цитокиновым 
штормом, который способна снизить доставка 
25-ГХ в нановезикулах [33].

Диета влияет на уровень СH25H и про-
дукцию 25-ГХ. Образование 25-ГХ относи-
тельно быстро усиливается после потребления 
богатой холестерином пищи [34]. Экспрессия 
CH25H, как и продукция 25-ГХ, повышается 
макрофагами жировой ткани при увеличении 

Рис. 1. Регуляция экспрессии CH25H. ИНФγ (INFγ) и ряд цитокинов через стимуляцию транскрипционных факторов 
STAT и KLF4 увеличивают экспрессию CH25H [13, 16], а через активацию ATF3 могут оказывать обратный эффект [17]. 
Экспрессия CH25H усиливается при стимуляции рецептора витамина D (VDR) и печеночных X-рецепторов (LXR) [18, 
19]. Лигандом для последних является сам 25-ГХ (25HC), таким образом, формируется положительная обратна я связь 
между экспрессий CH25H и продукцией 25-ГХ. Синтез 25-ГХ увеличивается при повышении содержания холестерина  
(Chol) в эндоплазматической сети. Наоборот, убиквитинирование (Ub) CH25H направляет фермент на деградацию в 
протеасомы, что ведет к снижению синтеза 25-ГХ [20]. Синие и красные стрелки показывают регуляцию, направлен-
ную на уменьшение и повышение уровня 25-ГХ соответственно
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индекса массы тела и диете, обогащенной жи-
рами [35]. Потребление избытка арахидоновой 
кислоты может увеличивать уровень CH25H 
в печени и мозге [36]. У пациентов с дефици-
том витамина  D показано, что концентрация 
25-ГХ в плазме значительно повышается при 
употреблении витамина D (8 недель, 50 000 МЕ 
в неделю) в сочетании с фототерапией [37]. 
Вероятно, это связано с тем, что витамин  D, 
мишенями которого являются ядерные рецеп-
торы, может повышать экспрессию CH25H. 
Более того, антипролиферативное действие 
витамина  D зависит от CH25H и опосреду-
ется 25-ГХ [19]. Активация рецепторов вита-
мина  D может подавлять нейровоспаление и 
нарушение гематоэнцефалического барьера, а 
также усиливать миелинизацию [38]. При этом 
микроглиальные рецепторы витамина  D спо-
собствуют поляризации клеток в направлении 
М2-фенотипа [39]. Возможно, 25-ГХ играет 
роль в этих нейропротекторных эффектах ви-
тамина D.

Следует отметить, что хотя ключевым фер-
ментом в образовании 25-ГХ является CH25H, 
некоторые цитохромы (CYP) в качестве «по-
бочного» продукта также могут генериро-
вать 25-ГХ. В частности, митохондриальный 
CYP27А1, а также микросомальные CYP46A1 и 
CYP3A могут синтезировать 25-ГХ [40].

ГОМЕОСТАТИЧЕСКАЯ РОЛЬ 
25ГИДРОКСИХОЛЕСТЕРИНА КАК 

ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО РЕГУЛЯТОРА

В последние годы опубликован ряд де-
тальных обзоров о клеточном гомеостазе хо-
лестерина [41,  42]. В этой главе мы хотим ак-
центировать внимание только на значение 
эндогенной продукции 25-ГХ для контроля 
содержания холестерина в клетке. Безусловно, 
многие оксистерины способны вмешиваться в 
гомеостаз холестерина. Однако 25-ГХ обладает, 
вероятно, самым сильным действием, даже не-
смотря на то что в физиологических условиях 
клетки экспрессируют CH25H на низком уров-
не [2]. Это связано со свойствами самого 25-ГХ 
и с расположением CH25H в ЭПС – ключевом 
регионе синтеза холестерина (здесь локализу-
ются около 20 ферментов биосинтетическо-
го пути холестерина). Также в ЭПС находятся 
главные компоненты механизма, управляю-
щего гомеостазом холестерина, а постоянный 
«отток» холестерина (за счет транспорта в дру-

гие мембраны и депонирования в виде эфиров 
в липидных каплях) обеспечивает его низкий 
уровень (3–6%) в ЭПС по сравнению с други-
ми мембранами [43].

Повышение содержания холестерина в 
ЭПС (вследствие избыточного синтеза и (или) 
снижения оттока) ведет к его 25-гидроксили-
рованию. Следовательно, накопление 25-ГХ 
отражает избыток холестерина в клетках, что 
имеет пагубные последствия, в том числе для 
нейронов и микроглии [1,  15]. Поэтому неу-
дивительно, что 25-ГХ запускает механизмы, 
направленные на снижение клеточного уровня 
холестерина (рис. 2).

Во-первых, 25-ГХ стимулирует связыва-
ние белка INSIG1/2 с 3-гидрокси-3-метил-
глутарил коэнзим  А редуктазой (HMGCR) – 
ферментом, лимитирующим скорость синтеза 
холестерина. В результате HMGCR убиквити-
нируется и направляется из ЭПС на деграда-
цию в протеасомы [44]. Связываясь с INSIG, 
25-ГХ способствует удержанию комплекса 
SCAP-SREBP2-INSIG в ЭПС, препятствуя тем 
самым активации транскрипционного фак-
тора SREBP2, усиливающего экспрессию фер-
ментов биосинтетического пути холестерина 
[45,  46]. Таким образом, повышение уровня 
25-ГХ в ЭПС приводит к снижению содержа-
ния ферментов, участвующих в синтезе хо-
лестерина за счет усиления их деградации и 
снижения экспрессии. 25-ГХ в субмикромо-
лярной концентрации препятствует активации 
SREBP2 в культивируемых нейронах, угнетая 
экспрессию ферментов синтеза холестерина 
[47]. Блокирование процессинга транскрип-
ционного фактора SREBP под влиянием 25-ГХ 
также препятствует экспрессии противовоспа-
лительных цитокинов [48].

Другой механизм, с помощью которого 
25-ГХ может снижать клеточный уровень хо-
лестерина, определяется его способностью ак-
тивировать ядерные LX-рецепторы, контро-
лирующие гены транспорта липидов [3, 42]. 
Стимуляция LX-рецепторов увеличивает экс-
прессию ABC-транспортеров (ABCA1, ABCG1, 
ABCG5 и ABCG8), ответственных за ревер-
сивный транспорт хол естерина из клетки на 
внеклеточные акцепторы (например, APOA-I 
или APOE). Также активация LX-рецепторов 
способствует образованию убиквитинлигазы 
IDOL, которая убиквитинирует рецептор ли-
попротеина низкой плотности (LDL), способ-
ствуя его деградации [49, 50]. В итоге снижа-
ется захват внеклеточного холестерина в ходе 
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рецептор-опосредованного эндоцитоза липо-
протеиновых частиц. Следовательно, повы-
шение уровня 25-ГХ в цитоплазме и ядре (т.е. 
за пределами места его синтеза) через стиму-

ляцию LX-рецепторов способствует выбросу 
холестерина из клетки и угнетает захват вне-
клеточного холестерина. Действительно, 25-ГХ 
в субмикромолярных концентрациях увели-

Рис. 2. Зависимая от 25-ГХ регуляция клеточного гомеостаза холестерина. Избыток холестерина превращается в 25-ГХ  
(25HC) в  ЭПС (ER), где 25-ГХ связывается с INSIG. (1)  INSIG-25-ГХ способствует удержанию комплекса SCAP 
и  SREBP2 в  ЭПС. В  отсутствие 25-ГХ комплекс SCAP-SREBP2 перемещается в аппарат Гольджи, где SREBP2 под-
вергается протео литическому расщеплению протеазами S1P и S2P с освобождением активного транскрипционного 
фактора SREBP2. Последний связывается с регуляторными регионами генов (SRE) биосинтеза холестерина, повышая 
их экспрессию [45, 46]. (2) В присутствии 25-ГХ INSIG связывается с убиквитинлигазами, что способствует убиквити-
нированию фермента HMGCR, лимитирующего скорость синтеза холестерина. Затем убиквитинированный фермент 
направляется в протеасомы для деградации [44]. 25-ГХ стимулирует LX-рецепторы (LXRs) [3, 42], которые повышают 
экспрессию генов ABC-транспортеров (ABCA1, ABCG1) и убиквитинлигазы IDOL [49, 50]. (3) ABC-транспортеры пе-
ремещают клеточный холестерин на APO-A/E белки, опосредуя формирование и созревание липопротеиновой части-
цы (HDL) [42]. (4) IDOL, убиквитинируя LDL-рецептор (LDLR), способствует его перемещению в лизосомы (Ly) для 
протеолиза; в итоге снижается опосредуемый LDL-рецептором захват внеклеточного холестерина [49]. (5) 25-ГХ, вза-
имодействуя с белками, формирующими мембранные контактные сайты (MCS), может снижать транспорт холесте-
рина между органеллами [41, 51, 52]. (6) 25-ГХ напрямую активирует ACAT1-зависимую этерификацию холестерина в 
ЭПС, способствуя депонированию избытка холестерина в липидных каплях (LD) [47, 53]. Синие и красные стрелки 
обозначают регуляцию, направленную на увеличение и уменьшение уровня холестерина соответственно. HDL- ли-
попротеин высокой плотности; LDL – липопротеин низкой плотности; RXR - pетиноидный X-рецептор. Эти пути 
подавляются и потенцируются 25-ГХ
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чивал экспрессию ABCA1 через активацию 
LX-рецепторов в нейронах и олигодендроци-
тах [47,  54]. Интересно, что в гипоталамичес-
ких нейронах IDOL контролирует уровень 
рецептора к липопротеину очень низкой плот-
ности (VLDL), влияя на потребление пищи и 
термогенез [55]. Это указывает на возможную 
роль 25-ГХ в нейрональном контроле метабо-
лических процессов.

25-ГХ влияет на внутриклеточный транс-
порт холестерина и его депонирование в 
виде эфиров. 25-ГХ напрямую усиливает ак-
тивность ацетил-КоА ацетилтрансферазы 
(ACAT1), ускоряя этерификацию холестерина 
в ЭПС [53]. Под влиянием 25-ГХ (2,5 и 5 мкМ) 
в культивируемых нейронах увеличивается 
(на ~11% и 21% соответственно) образование 
эфиров холестерина [47]. Перемещение холе-
стерина из лизосом в другие органеллы (ЭПС, 
пероксисомы, транс-аппарат Гольджи и мито-
хондрии) происходит в значительной степени 
через мембранные контактные сайты (МКС) 
невезикулярным путем [41]. Одни из основных 
компонентов МКС – это оксистерин-связы-
вающие белки (OSBP, ORP1L, ORP2, ORP5, 
ORP6) и белки, содержащие липид-транспорти-
рующий домен START. 25-ГХ конкурирует с 
холестерином за связывание с этими белками, 
тем самым вмешиваясь в доставку холестерина 
из лизосом [51, 52].

В норме во всех клетках происходит обра-
зование небольших количеств 25-ГХ, который 
предотвращает появление избытка холестери-
на. При этом в процессе воспалительной ре-
акции 25-ГХ из макрофагов и микроглии мо-
жет проникать в соседние клетки и нарушать 
гомео стаз холестерина, препятствуя росту и 
размножению клеток, а также индуцируя апоп-
тоз. Этот механизм частично лежит в основе 
антивирусного, антиракового и сенолитиче-
ского действия 25-ГХ. Следует отметить, что 
в нейронах, функционирование которых во 
многих аспектах тесно зависит от холестерина, 
в ЭПС наряду с 25-ГХ образуется 24-ГХ за счет 
активности нейрон-специфичного фермен-
та CYP46A1 [1, 56, 57]. Параллельное участие 
двух ферментов ЭПС, CH25H и CYP46A1, в 
превращении холестерина в ГХ, вероятно, не-
обходимо для п редотвращения накопления хо-
лестерина в нейронах. Это особенно важно для 
нейронов, которые в дополнение к синтезиро-
ванному in situ холестерину получают бо льшую 
его часть от астроцитов в составе липопротеи-
новых частиц [1].

25ГИДРОКСИХОЛЕСТЕРИН 
КАК МОЛЕКУЛА 

МЕЖКЛЕТОЧНОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
В НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ

Центральная нервная система ограничена 
гематоэнцефалическим барьером от систем-
ного кровотока. Этот барьер не проницаем 
для многих молекул, в том числе холестерина. 
Однако производные холестерина с гидрокси-
лированием в боковой цепи проникают через 
сосудистые барьеры [1, 57]. Следовательно, 
синтезируемый на периферии 25-ГХ (при си-
стемном воспалении) может попадать в мозг. 
С другой стороны, 25-ГХ, образуемый in situ в 
ЦНС, выводится в кровоток. Основным про-
дуцентом 25-ГХ в мозге является активиро-
ванная микроглия [4,  58]. Периферические 
«части» нервной системы непосредственно 
подвержены влиянию 25-ГХ, когда его уровень 
повышается как локально в ткани, так и сис-
темно при воспалительных реакциях или по-
треблении обогащенной холестерином пищи. 
Более того, продуценты 25-ГХ, макрофаги, 
вступают в тесный контакт с периферически-
ми нервами при их повреждении, способствуя 
регенерации [59]. Таким образом, 25-ГХ мо-
жет выступать в роли пара- и эндокринной 
молекулы, которая передает сигнал о воспа-
лении, повреждении или избытке холестери-
на (рис. 3).

EBI2- и CXCR2-рецепторы. В настоящее 
время идентифицирован ряд трансмембран-
ных белков, которые выступают в роли высо-
коаффинных рецепторов для 25-ГХ. Миграция 
иммунных и глиальных клеток «по градиенту» 
25-ГХ и его производного 7α,25-диГХ проис-
ходит при участии GPR183 (EBI2)  –  рецепто-
ра, сопряженного c Gαi-белком. Экспрессия 
GPR183 глиальными клетками может усили-
ваться в патологических условиях, а актива-
ция GPR183 имеет протективные эффекты. 
Так, экспрессия GPR183 микроглией увели-
чивается в очаге эпилептической активности 
[60]. Стимуляция GPR183 олигодендроцитов 
вовлечена в ремие линизацию при моделиро-
вании рассеянного склероза [61], а активация 
GPR183 астроцитов угнетает высвобожде-
ние последними провоспалительных цитоки-
нов [62].

Оксистерины могут активировать другой 
сопряженный с Gi-белком рецептор – CXCR2, 
важный для миграции клеток в очаг воспале-
ния. В мозге экспрессия CXCR2 в микроглии, 



25ГИДРОКСИХОЛЕСТЕРИН  СИГНАЛЬНАЯ МОЛЕКУЛА 747

БИОХИМИЯ том 87 вып. 6 2022

олигодендроцитах и нейронах повышается при 
повреждениях, а активация CXCR2 может от-
рицательно контролировать миелинизацию 
и нарушать возбуждающую нейропередачу 
[63,  64]. Однако 25-ГХ (в отличие от 22R-ГХ) 
в отношении CXCR2 является слабым агони-
стом даже в высокой концентрации [65].

Интегрины. Миграция и статус иммунных 
клеток могут регулироваться за счет непосред-
ственного связывания 25-ГХ с адгезивными 
молекулами, α5β1- и αvβ3-интегринами. В 

итоге активируется киназа фокальной адгезии 
(FAK) и усиливается продукция цитокинов 
макрофагами, в частности, фактора некроза 
опухолей (TNF) и инте рлейкина  6 [8]. Следу-
ет отметить, что активация α5β1- и αvβ3-инте-
гринов ускоряет рост нейрональных отростков 
[66,  67], а также пролиферацию и миграцию 
Шванновских клеток, «покрывающих» пери-
ферические нервы и нервно-мышечные си-
напсы [68, 69]. Потенциально, путь 25-ГХ/ин-
тегринов может быть вовлечен в реализацию 

Рис. 3. Основные мишени действия 25-ГХ (25HC) в нервной системе. Главными продуцентами 25-ГХ являются акти-
вированные макрофаги и микроглиальные клетки [3, 4, 58]. Освобождаемый 25-ГХ может влиять на глиальные клетки 
(микроглию, олигодендроциты, астроциты и Шванновские клетки), а также нейроны. 25-ГХ влияет на синаптическую 
передачу, действуя на пресинаптические и постсинаптические рецепторы. α5β1 и αvβ3 - интегрины; DNMT - ДНК-ме-
тилтрансфераза; ERα – эстрогеновый рецептор α, GPR183 – сопряженный с G-белком рецептор 183 ; LXR – LX-ре-
цепторы; NMDAR – NMDA рецепторы; ROR - орфанный рецептор, связанный с ретиноидным X-рецептором; Slo1 
BK - потенциал- и кальций-активируемые калиевые каналы большой проводимости. Подробные объяснения в тексте
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положительного действия макрофагов на вос-
становление поврежденных нервно-мышеч-
ных синапсов [59, 70]. При этом следует иметь 
в виду, что избыточная продукция 25-ГХ, сни-
жая синтез холестерина в Шванновских клет-
ках [71] и экспрессию генов миелина [72], 
способна ослабить миелинизацию перифери-
ческих нервов.

NMDA-рецепторы. Другой мишенью 25-ГХ 
являются глутаматные NMDA-рецепторы, ак-
тивация которых в ЦНС представляет собой 
ключевое событие в феноменах синаптиче-
ской пластичности и памяти. Также эти рецеп-
торы модулируют нейропередачу на перифе-
рии [73]. 25-ГХ непосредственно, хотя и слабо, 
может усиливать вызванный глутаматом ток 
через NMDA-рецепторы, но полностью и не-
конкурентно блокирует мощный потенциру-
ющий эффект 24(S)-ГХ на ионные токи через 
NMDA-рецепторы [7], в основном содержа-
щие GluN2B субъединицы [74]. В результате 
25-ГХ способен снижать вызванное 24(S)-ГХ 
усиление гибели нервных клеток вследствие 
гиперактивации NMDA-рецепторов, т.е. эк-
сайтотоксичность. Также 25-ГХ существенно 
снижает потерю нейронов, вызванную депри-
вацией глюкозы и кислорода [75].

25-ГХ в микромолярной концентрации, 
как и его избыточная продукция микроглией 
в ходе нейровоспаления, нарушает в гиппо-
кампе феномен долговременной потенциации, 
зависящий от NMDA-рецепторов [58]. Однако 
данное нарушение синаптической пластично-
сти может быть отражением «глобальной» за-
щитной функции 25-ГХ, выделяемого микро-
глией. Так, 25-ГХ существенно снижал гибель 
нейронов путем апоптоза, вызванным избы-
точной экспрессией провоспалительного ре-
гулятора STING (стимулятор генов интерфе-
ронов) и аутофагией после окклюзии мозговой 
артерии [76]. 25-ГХ быстро подавляет транс-
порт рецептора к ИНФγ в липидные рафты 
и его последующую активацию, в результате 
снижается продукция провоспалительных ци-
токинов микроглией [14].

Таким образом, хотя продукция 25-ГХ 
стимулируется в условиях нейровоспаления, 
сам он может ограничивать его, выступая 
ключевым компонентом петли отрицатель-
ной обратной связи [48]. При этом он может 
предотвращать избыточную синаптическую 
активность в глутаматергических синапсах и 
нарушать синаптическую пластичность, за-
висимую от NMDA-рецепторов. Безусловно, 

крайне высокие концентрации 25-ГХ, которые 
используются в клеточных исследованиях [77, 
78] или формируются в условиях хронической 
патологии в мозге, могут иметь и пагубное 
влияние. Экспрессия CH25H в головном моз-
ге повышена у пациентов с болезнью Альц-
геймера, и 25-ГХ может усиливать зависимое 
от интерлейкина-1β нейровоспаление у мо-
дельных APPPS1-21 мышей [4]. Сам β-ами-
лоид в культуре клеток ARPE-19 увеличивал 
уровень 25-ГХ, способствующего активации 
P2X7-рецепторов и апоптозу [79]. Схожим 
образом сверхпродукция 25-ГХ может уси-
ливать нейровоспаление (через активацию 
NLRP3-инфламмасомы и усиленное образо-
вание интерлейкина-1β) при Х-сцепленной 
адренолейкодистрофии – прогрессирующем 
нейродегенеративном заболевании, связанном 
с накоплением длинноцепочечных жирных 
кислот [28].

BK (slo1) каналы. Активность калиевого 
ионного канала может быть изменена под вли-
янием 25-ГХ. В микромолярной концентрации 
25-ГХ способен снижать токи через потенци-
ал- и кальций-активируемые калиевые кана-
лы большой проводимости (slo1  BK). Однако 
этот эффект не специфичен только для 25-ГХ, 
поскольку другие оксистерины с гидроксили-
рованием в боковой цепи имеют тот же эф-
фект [80]. Следовательно, оксистерины могут 
потенциально усиливать кальций-зависимые 
процессы за счет ограничения активности 
BK-каналов. Также 25-ГХ может повышать 
возбудимость нейронов за счет ослабления 
тормозного влияния со стороны ГАМК-В ре-
цепторов. Однако этот эффект проявляет-
ся при длительном (часы) действии 25-ГХ на 
срезы мозга и характерен не для всех нейро-
нов [81].

Печеночные X-рецепторы. LX-рецепторы, 
одним из сильных естественных активаторов 
которых является 25-ГХ [3], могут локализо-
ваться на плазматических мембранах (в липид-
ных рафтах) некоторых клеток [82, 83]. Недав-
но эти рецепторы были обнаружены в нервных 
окончаниях аксонов мотонейронов, где их рас-
пределение зависело от целостности липидных 
рафтов [10]. Активация синаптических LX-ре-
цепторов 25-ГХ усиливала вовлечение си-
наптических везикул в экзоцитоз, что опреде-
лялось выбросом кальция из ЭПС. Оказалось, 
что мембранные LX-рецепторы были способ-
ны путем, зависимым от Gi-белка, стимули-
ровать фосфолипазу С и, как следствие, зави-
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симое от инозитолтрифосфатных-рецепторов 
ЭПС повышение цитозольного Ca2+. После-
дующая активация Са2+- и липид-зависимой 
протеинкиназы С усиливала мобилизацию си-
наптических везикул. В этих условиях в ответ 
на действие 25-ГХ наблюдалось также Са2+-за-
висимое увеличение внутри- и внеклеточно-
го уровня активных форм кислорода. Однако 
последние не оказывали липид-повреждаю-
щего действия, а вносили вклад в усиление 
нейропередачи [10]. Интересно отметить, что 
24(S)-ГХ, несмотря на структурную схожесть с 
25-ГХ, при кратковременном воздействии мо-
дулировал нервно-мышечную передачу путем, 
сопряженным с NMDA-рецепторами, но не 
зависимым от LX-рецепторов [73, 84].

Следует отметить, что отсутствие LX-ре-
цепторов  β ведет к заболеванию, напомина-
ющему боковой амиотрофический склероз 
(БАС) с потерей мотонейронов и денервацией 
скелетных мышц [85]. Нокаут генов LX-ре-
цепторов α и β вызывает дефекты локомоции, 
сопровождаемые окислительным стрессом и 
карбонилированием белков в двигательных 
нервах [86]. При этом также нарушается функ-
ционирование Шванновских клеток и истон-
чается миелин в периферических нервах [72]. 
Наоборот, стимуляция LX-рецепторов 25-ГХ 
может усилить экспрессию генов миелина 
(PLP, MBP) в олигодендроцитах [54]. Инте-
ресно, что уровень 25-ГХ повышался в плазме 
у пациентов с БАС (в течение 1-го года мани-
фестации заболевания); на досимптоматичес-
кой стадии у модельных SOD1G93A мышей 
наблюдалось повышение экспрессии CH25H 
в мозге, позднее происходило повышение 
25-ГХ в спинном мозге [5,  30]. Однако на 
поздних стадиях экспрессия CH25H умень-
шалась в мозге у SOD1G93A мышей вместе со 
снижением концентрации метаболита 25-ГХ 
(7α, 25-диГХ) в спинномозговой жидкости па-
циентов с БАС [5, 87].

В целом, значение повышенной продукции 
25-ГХ при БАС непонятно. С одной стороны, 
это может быть отражением воспалительной 
реакции и усугублять патологию, а с другой 
– повышение 25-ГХ может быть компенса-
торным ответом, направленным на замедле-
ние гибели мотонейронов и денервационных 
изменений в скелетных мышцах. Высокие 
концентрации 25-ГХ (≥  5–30  мкM) снижают 
выживаемость культивируемых мотонейро-
нов и вызывают апоптоз [5,  30], однако более 
низкие субмикромолярные (≤ 1 мкM) концен-

трации, которые встречаются в условиях вос-
палительной реакции in vivo, имеют обратный 
эффект [30]. Острое воздействие 1 мкМ 25-ГХ 
способно частично восстановить нарушен-
ные свойства мембран нервно-мышечных со-
единений (дезорганизацию липидных рафтов, 
увеличение текучести мембран) у модельных 
SOD1G93A мышей. При этом хроническое 
введение низкой дозы 25-ГХ (0,4  мг/кг раз 
в  4  дня в течение месяца) мышам с БАС пре-
дотвращало фрагментацию нервно-мышечных 
синапсов, перекисное окисление липидов их 
мембран, накопление церамида и увеличение 
неквантовой секреции ацетилхолина в главной 
дыхательной мышце  –  диафрагме [88]. Это 
указывает на терапевтическое действие 25-ГХ, 
поскольку фрагментация нервно-мышечных 
синапсов, избыточное выделение ацетилхо-
лина, а также накопление церамида происхо-
дят при старении и миастениях, а также могут 
ускорять денервационные и, следовательно, 
атрофические изменения скелетных мышц 
[89–93]. Интересно, что гиперхолестеринемия 
является протективным фактором при БАС, 
а прием статинов, подавляющих синтез холе-
стерина, наоборот, усиливает эту патологию 
[94,  95]. Это коррели рует с уровнем 25-ГХ в 
плазме: при гиперхолестеринемии он повы-
шен, а при применении статинов  –  снижен 
[34, 96]. Возможно, 25-ГХ частично опосредует 
влияние гиперхолестеринемии и статинов на 
развитие БАС, а важной точкой приложения 
25-ГХ является нервно-мышечное соединение. 
Действительно, меченый аналог 25-ГХ имеет 
высокую тропность к мембранам нервно-мы-
шечных соединений, особенно у модельных 
животных с БАС [88]. Главные продуценты 
25-ГХ, макрофаги, напрямую контактируют с 
нервно-мышечным синапсом при поврежде-
нии нерва и патологиях, сопровождающихся 
денервациями – и эти взаимодействия облег-
чают реиннервацию [59,  70]. Макрофаги так-
же способствуют симпатической (адренерги-
ческой) иннервации периферических тканей 
[97], а β-адренергическая передача может мо-
дулироваться ГХ [12].

Недавно было показано, что 25-ГХ обла-
дает сенолитическими свойствами в скелетной 
мышце, препятствуя появлению признаков 
старения (агрегации CRYAB) и воспаления 
[98]. Повышенная продукция 25-ГХ (через 
активацию LX-рецепторов) может улучшать 
состояние в модели неалкогольной жировой 
болезни печени [99], которая сопровождается 
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нарушениями нервно-мышечной системы и 
нейродегенеративными изменениями. В до-
полнение, ГХ активируют ядерные LX-рецеп-
торы в постсинаптических областях мышеч-
ных волокон, что ведет к усилению экспрессии 
NO-синтаз (эндотелиальной и нейрональной 
изоформ) и синтеза NO в ходе нервно-мы-
шечной передачи [100]. В свою очередь, NO 
препятствует мышечной атрофии в ответ на 
мышечную разгрузку [101, 102], которая сопро-
вождается ранними синаптическими измене-
ниями, включающими нарушения липидных 
рафтов, увеличение текучести мембран и на-
копление церамида в синаптических мембра-
нах [91, 92, 103]. Подобные события возникают 
и на ранних стадиях БАС и могут быть скор-
ректированы за счет введения 25-ГХ [88].

Эстрогеновые рецепторы (ЭР). Мембран-
ные LX-рецепторы могут напрямую взаимо-
действовать с ЭРα [82]. Более того, ЭРα явля-
ются потенциальными мишенями для 25-ГХ и, 
стимулируя их, 25-ГХ проявляет эстроген-по-
добную активность в ряде клеток [9]. Усиле-
ние мобилизации синаптических везикул в 
нервных окончаниях аксонов мотонейронов 
под влиянием 25-ГХ также зависит от ЭРα 
[10]. Интересно, что в центральных синапсах 
активация ЭРα (17β-эстрадиолом) способна 
быстро вызывать долговременную синапти-
ческую пластичность, вследствие встраива-
ния глутаматных AMPA-рецепторов в по-
стсинаптическую мембрану [104]. С другой 
стороны, вызванное гиперхолестеринемией 
повышение 27-ГХ, способного блокировать 
ЭР, снижает экспрессию постсинаптического 
маркера PSD-95 в гиппокампе [105].

Орфанный рецептор, связанный с ретино-
идным X-рецептором (ROR). Кроме LX-рецеп-
торов, 25-ГХ, наряду с другими стеринами, 
может связываться с ядерными рецепторами 
ROR (retinoid receptor-related orphan receptor), 
выступая в качестве агониста, нейтрального 
лиганда или обратного агониста в зависимости 
от типа ROR-рецептора [106,  107]. Активация 
ROR важна для организации коры, развития 
нейронов, регуляции циркадных ритмов, а 
также может подавлять нейровоспаление за 
счет угнетения активности транскрипцион-
ного фактора NFκB и продукции провоспа-
лительных цитокинов глиальными клетка-
ми [108, 109].

Прямое действие 25-ГХ на мембранные 
свойства. Оксистерины при взаимодействии с 
плазматическими мембранами могут влиять на 

их биофизические свойства и формирование 
липидных микродоменов [88,  110–112]. При-
чем структурно схожие оксистерины способ-
ны оказывать разнонаправленный эффект на 
плазматические, в том числе синаптические, 
мембраны [110]. Исследования свойств фор-
мирующих рафты липидов в ленгмюровских 
монослоях показывают, что 25-ГХ с большей 
силой, чем холестерин, взаимодействует со 
сфингомиелином и с чуть меньшей  – с ган-
глиозидом GM1. Следовательно, 25-ГХ мо-
жет участвовать в формировании липидных 
рафтов и даже вытеснять холестерин из них 
[113]. Действительно, добавление 25-ГХ к ис-
кусственной бислойной мембране (из смеси 
холестерина и 1-пальмитоил-2-олеоилфосфа-
тидилхолина) ведет к смещению холестерина 
в сторону водной поверхности и увеличению 
его доступности для внешних акцепторов, что 
снижает способность холестерина конденси-
ровать бислой [114]. При этом способность 
25-ГХ увеличивать доступность мембранного 
холестерина зависит от липидного состава и 
сильнее проявляется в мембранах, содержа-
щих больше ненасыщенных липидов [115]. 
Сам 25-ГХ способствует формированию ми-
кродоменов, обогащенных насыщенными 
липидами, в искусственных мембранах [116], 
а также увеличению упорядоченности и сни-
жению текучести мембран нервно-мышечных 
синапсов [88]. С другой стороны, 25-ГХ, при-
нимая «наклоненную» (по отношению к хво-
стам фосфолипидов) ориентацию, способен 
расширять латерально и делать тоньше искус-
ственные бислойные мембраны [117], особен-
но состоящие из ненасыщенных липидов [118]. 
Также 25-ГХ может подавлять слияние липид-
ных рафтов в более крупные микродомены в 
микроглии [14]. Антивирусные свойства 25-ГХ 
частично связаны с его прямым действием 
на свойства плазматических мембран, в ре-
зультате чего подавляется слияние вирусов, в 
том числе нейротропных, с клетками [119]. 
Учитывая важность мембранных свойств для 
протекания множества процессов в нервной 
системе [14, 56, 120], прямые эффекты 25-ГХ 
на стабильность липидных рафтов, текучесть 
и толщину мембран, а также доступность хо-
лестерина могут вносить вклад в перестройку 
нейрональной активности в условиях воспале-
ния. Следует отметить, что эти эффекты 25-ГХ 
зависят от липидного состава мембран и по-
этому могут отличаться в нейронах и глии, а 
также различных компартментах клеток.



25ГИДРОКСИХОЛЕСТЕРИН  СИГНАЛЬНАЯ МОЛЕКУЛА 751

БИОХИМИЯ том 87 вып. 6 2022

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, 25-ГХ, с одной стороны, 
является важным регулятором гомеостаза хо-
лестерина в отдельной взятой клетке, а с дру-
гой  – может опосредовать влияния воспале-
ния, действуя как паракринный агент или даже 
сис темно. Высокая проникающая способность 
25-ГХ, а также существование высокоаффин-
ных к 25-ГХ рецепторов, экспрессирующихся 
в нейронах и глиальных клетках, делают этот 
оксистерин важным модулятором деятельно-
сти нервной системы, а фермент CH25H – по-
тенциальной мишенью для фармакологиче-
ских интервенций. Продукция 25-ГХ в ответ 
на повреждения может выполнять нейропро-
тективную роль, способствуя оптимизации 
синаптической передачи и миелинизации, а 
также ограничивая нейровоспаление и гибель 
нейронов. При этом сверхвысокие концен-
трации 25-ГХ, часто используемые в клеточ-
ных исследованиях, могут иметь негативные 
последствия для функционирования нервной 
системы. Следовательно, дополнительные ис-

следования должны дать ответ о направлен-
ности действия 25-ГХ in  vivo в норме и пато-
логии, в частности, при нейродегенеративных 
заболеваниях.
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25HYDROXYCHOLESTEROL 
AS A SIGNALING MOLECULE IN THE NERVE SYSTEM

Review
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2 Kazan State Medical University, 420012 Kazan, Russia

Cholesterol is an essential component of plasma membranes and precursor of biological active compounds, 
including hydroxycholesterols (HCs). HCs regulate cellular homeostasis of cholesterol and they, passing across 
membrane and vascular barriers, can act distantly as para- and endocrine agents. A small amount of 25-HC is 
produced in endoplasmic reticulum of most cells, where it serves as a potent regulator of cholesterol synthesis, 
its intracellular transport and storage. Production of 25-HC is greatly increased in macrophages, dendrite 
cells and microglia during triggering infl ammatory reactions. Also, a synthesis of 25-HC can be upregulated 
at some neurological disorders, such as Alzheimer disease, amyotrophic lateral sclerosis, spastic paraplegia 
type 5 and X-linked adrenoleukodystrophy. However, it is unclear whether 25-HC aggravates the pathologies 
or has protective properties. Molecular targets for 25-HC are several transcriptional factors (LX-receptors, 
SREBP2, ROR), G-protein coupled receptor (GPR183), ion channels (NMDA-receptors, SLO1), adhesive 
molecules (α5β1 and αvβ3 integrins), and oxysterol-binding proteins. The diversity of 25-HC binding pro-
teins points to the ability of the HC to aff ect many physiological and pathological processes. In the current re-
view, we focused on the regulation of 25-HC production and its universal role in control of cellular cholesterol 
homeostasis, as well as the eff ects of 25-HC as a signaling molecule mediating an infl uence of infl ammation 
on the processes in neuromuscular system and brain. Based on evidences collected, it can be considered that 
25-HC prevents accumulation of cellular cholesterol and serves as a potent modulator of neuroinfl ammation, 
synaptic transmission and myelinization. Its enhanced production in response to a broad range of “injuries” 
can have a protective role, decreasing neuronal loss. Although, an “overdose” of 25-HC might exert neuro-
toxic eff ects.

Keywords: cholesterol, 25-hydroxycholesterol, liver X receptors, NMDA receptors, synaptic transmission, neuroin-
fl ammation, microglia
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Принятые сокращения: Ig-домен  –  иммуноглобули-
ноподобный домен; HGF  –  фактор роста гепатоцитов; 
KGF – фактор роста кератиноцитов; LPS – липополисаха-
рид; M-CSF  –  макрофагальный колониестимулирующий 
фактор; Nrp-1 – нейропилин-1; PlexA – плексин класса А; 
PSI-домен  –  плексин-семафорин-интегриновый домен; 
Sema-домен  –  семафориновый домен; TGF-β  –  транс-
формирующий фактор роста  β;  TLR  –  толл-подобный 
рецептор.

* Адресат для корреспонденции.
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Семафорин 3А – секретируемый гликопротеин, который первоначально был описан в нервной систе-
ме как фактор, направляющий рост аксонов, но он также является и иммунорегуляторным фактором. 
В обзоре приводится систематический анализ всех публикаций, имеющихся в доступной литературе 
за последние 20 лет, в которых изучалось действие семафорина 3А на Т-лимфоциты, миелоидные ден-
дритные клетки и макрофаги. Детально описана экспрессия рецепторов семафорина 3А – нейропи-
лина-1 и плексинов А-класса – на этих клетках. Данные, полученные на клетках человека и мыши, 
рассмотрены в сравнительном аспекте. Впервые представлена подробная характеристика действия 
семафорина  3А на клетки мононуклеарно-фагоцитарной системы. Основной точкой приложения 
действия семафорина 3А является изменение цитоскелета и морфологии клетки, посредством чего 
осуществляется регуляция процессов миграции, адгезии и межклеточной кооперации клеток иммун-
ной системы. Этот фактор контролирует различные этапы иммунного ответа, включающие фазу ини-
циации иммунного ответа, презентацию антигена, функционирование эффекторных Т-клеток, фазу 
воспаления, активацию и поляризацию макрофагов. В  последние годы интерес к семафорину  3А 
значительно возрос, поскольку было установлено, что он участвует в патогенезе многих заболеваний 
человека и может быть использован для их лечения в эксперименте. Изучение иммунорегуляторного 
действия семафорина 3А имеет важное значение, поскольку этот фактор и его рецепторы можно рас-
сматривать в качестве перспективных мишеней для создания новых средств терапии аутоиммунных, 
аллергических и онкологических заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: семафорин  3А, нейропилин-1, плексин, Т-лимфоциты, дендритные клетки, 
макрофаги.

DOI: 10.31857/S0320972522060057, EDN: AUERQN

ВВЕДЕНИЕ

Первая работа по иммунорегуляторному 
действию семафорина  3А была опубликована 
чуть более 20 лет назад – в 2001 г. [1]. С тех пор 
этот фактор прочно занял одно из главных мест 

среди так называемых иммунных семафори-
нов. За последние 10 лет интерес к этому белку 
значительно возрос: по данным базы PubMed 
ежегодно публикуется более 60 статей по сема-
форину 3А и более 120 – по его рецептору ней-
ропилину-1  (Nrp-1). Повышенное внимание к 
этому фактору объясняется тем, что он участву-
ет в патогенезе аутоиммунных, аллергических, 
а также онкологических заболеваний и может 
быть успешно использован для их лечения в 
эксперименте [2–4].

Семафорин  3А  – гликопротеин, секрети-
руемый многими клетками человеческого орга-
низма. С  точки зрения иммунолога, это очень 
необычный фактор. Он является одновременно 
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и нейрональным, и иммунорегуляторным фак-
тором, а кроме того, проявляет ещё и анти-ан-
гиогенную активность. Одной из характерных 
особенностей семафорина 3А является его спо-
собность оказывать хеморепеллентное воздей-
ствие, при котором направленная миграция 
клеток происходит по отрицательному градиен-
ту, т.е. в противоположную сторону от фактора.

Строение и характер функционирования 
семафорина  3А также заметно отличаются от 
других известных иммунорегуляторных моле-
кул. Например, семафорин  3А имеет сходство 
в строении со своим рецептором, плексином, 
что предполагает их общее происхождение в 
эволюции. Для взаимодействия с клеткой сема-
форину  3А необходим не один, а два рецепто-
ра, объединённые в единый функциональный 
комплекс, голорецептор, в котором один из ре-
цепторов – Nrp-1, связывает лиганд, а другой – 
плексин  А-класса, осуществляет проведение 
сигнала.

Сигнальные пути тоже достаточно уникаль-
ны, поскольку плексин является единственным 
рецептором, содержащим GAP-домен. Он взаи-
модействует с G-белками, в результате чего осу-
ществляется регуляция адгезии, миграции, про-
лиферации или выживания различных клеток.

В литературе можно найти немало обзор-
ных публикаций, касающихся иммунорегуля-
торного действия семафорина 3А, однако одни 
из них посвящены семафоринам разных клас-

сов и рассматривают данный фактор довольно 
кратко  [5–7], другие  – описывают роль сема-
форина 3А в условиях патологии [2, 3], третьи – 
представляют данные только по его рецепто-
ру Nrp-1 [8, 9].

Настоящий обзор впервые целиком посвя-
щён одному фактору  – семафорину  3А и его 
главным образом физиологической роли в им-
мунной системе. Приводится систематический 
анализ всех публикаций, имеющихся в доступ-
ной литературе, в которых было изучено влия-
ние семафорина 3А на Т-лимфоциты, миелоид-
ные дендритные клетки и макрофаги. Детально 
описана экспрессия рецепторов семафорина 3А 
на этих клетках. Данные, полученные на клетках 
человека и мыши, рассмотрены в сравнитель-
ном аспекте. Впервые представлена подробная 
характеристика действия семафорина  3А на 
клетки мононуклеарно-фагоцитарной системы.

КЛАССИФИКАЦИЯ

Семафорин  3А принадлежит к большому 
семейству семафоринов (коллапсинов), состоя-
щему из 30 гликопротеинов, подразделяемых на 
8 классов [5]. Первые два класса (1–2) обнару-
жены у беспозвоночных, классы 3–7 – у позво-
ночных (рыб, птиц, земноводных и млекопи-
тающих), а  V  –  представляет собой отдельный 
класс вирусных семафоринов. Семафорины не 

Рис. 1. Классификация семафоринов
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встречаются у одноклеточных эукариот и про-
кариот.

Основным отличительным признаком се-
мафоринов является наличие на N-конце моле-
кулы высококонсервативного семафоринового 
домена (Sema-домена), который также имеется 
в составе плексинов (рецепторов семафори-
нов) и двух тирозинкиназных рецепторов MET 
и  RON, являющихся рецепторами ростовых 
факторов  –  фактора роста гепатоцитов  (HGF) 
и HGF-подобного фактора  (HGFl) соответ-
ственно. Все три семейства белков (семафори-
ны, плексины, а также MET и RON) образуют 
суперсемейство семафоринов (рис. 1).

Если N-концевая часть у всех семафоринов 
схожа по строению, то С-конец молекулы зна-
чительно различается, и от его строения зависит 
возможность связывания с клеточной мембра-
ной. Семафорины могут быть секретируемы-
ми, трансмембранными или заякоренными на 
плазматической мембране.

Семафорин ы  3-класса отличаются от всех 
других семафоринов у позвоночных тем, что 
они являются секретируемыми и имеют на 
С-конце молекулы основный, положительно 
заряженный, домен. Известно 7 белков 3-класса 
(3A–3H), из которых наиболее хорошо изучен 
семафорин 3A.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ И СТРОЕНИЕ

Семафорины 3-класса были первоначально 
описаны как факторы, регулирующие направ-
ление роста аксонов. В 1990 г. из мозга эмбриона 
цыплёнка был выделен белок, который вызывал 
коллапс конусов роста нейронов в культуре, он 
получил название коллапсин-1  [10] и позднее 
был переименован в семафорин 3А.

Семафорин  3A представляет собой гомо-
димер, состоящий из мономеров с молекуляр-
ной массой 110 кДа, имеющих мультидоменное 
строение. Каждый мономер состоит из 4 доме-
нов.

На N-конце молекулы семафорина 3А, как 
и у всех семафоринов, имеется Sema-домен. Он 
состоит из 500 аминокислот, имеет форму 7-ло-
пастного β-пропеллера, богат дисульфидны-
ми связями. Топологическая структура в виде 
β-пропеллера широко распространена среди 
различных внеклеточных и цитозольных бел-
ков, однако β-пропеллер семафоринов является 
самой большой из известных молекул подобно-
го рода.

Рядом с Sema-доменом расположен не-
большой богатый цистеином плексин-сема-
форин-интегриновый (PSI) домен, за которым 
следует иммуноглобулиноподобный  (Ig) до-
мен. На  С-конце молекулы находится основ-
ный (basic) домен.

Sema-домен важен для передачи сигнала и 
биологической специфичности семафорина, 
связанные дисульфидным мостиком Ig-домены 
физически стабилизируют гомодимерную моле-
кулу, а С-конец определяет сродство к рецепто-
ру – Nrp-1 [3, 5, 6].

РЕЦЕПТОРЫ СЕМАФОРИНА 3А

Семафорин  3А взаимодействует с клетка-
ми через функцинальный рецепторный ком-
плекс, состоящий из  Nrp-1 и плексина клас-
са А (PlexA).

Nrp-1 (CD304)  – трансмембранный белок 
с молекулярной массой  120–130  кДа. Внекле-
точная часть нейропилина-1 содержит два ком-
плементсвязывающих домена – a1/a2 (CUB-до-
мен), два домена, гомологичных факторам 
свёртывания V/VIII – b1/b2, и с-домен (MAM, 
меприн)  (рис.  2). Nrp-1 имеет короткий цито-
плазматический домен (около 40 аминокислот), 
не имеющий явных сигнальных последователь-
ностей, поэтому для передачи сигнала необхо-
димо образование комплекса Nrp-1 с плексина-
ми класса А (PlexA1–A4).

В данном комплексе Nrp-1 выступает в 
роли рецептора, связывающего семафорин 3А, 
а плексин – передает сигнал в клетку. При про-
ведении сигнала от семафорина 3А формирует-
ся голорецептор  –  гетеротетрамер, состоящий 
из двух молекул Nrp-1 и двух молекул PlexA, ко-
торые объединены в единый функциональный 
комплекс с помощью гомодимерной молекулы 
семафорина 3А [11]. При этом оба PlexА могут 
быть гомологичными (например, димер плек-
синов  PlexА2) или гетерологичными (напри-
мер, PlexА1 и  PlexА4) в зависимости от степе-
ни их экспрессии в клетке [3]. Они даже могут 
заменять друг друга в рецепторном комплексе, 
проявляя при этом высокую пластичность при 
проведении сигнала в разных условиях.

Плексины класса  А представляют собой 
большие трансмембранные гликопротеины с 
молекулярной массой около 200 кДа, состоящие 
из двух частей – внеклеточной и внутриклеточ-
ной. Внеклеточная часть  PlexA по строению 
схожа с семафорином 3A и состоит из N-конце-
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вого Sema-домена, к которому присоединены 
три PSI-домена; за ними следуют три IPT-доме-
на (иммуноглобулин-плексин-транскрипцион-
ный фактор).

При взаимодействии семафорина 3А с Nrp-1 
происходит дивалентное связывание Sema-до-
мена семафорина 3А с а1-доменом Nrp-1 (с низ-
кой аффинностью) и основного (basic) домена 
семафорина  3А с  b1-доменом  Nrp-1 (с  высо-
кой аффинностью) (рис. 2). Причём последнее 
осуществляется только после воздействия на 
семафорин  3А тканевой эндопептидазы  – фу-
рина  [12]. Протеолитическая обработка фер-
ментом является важным этапом созревания 
молекул семафоринов 3-класса, которые син-
тезируются в неактивной форме. В  результате 
протеолиза на С-конце семафорина высвобож-
дается концевой аргинин, необходимый для 
взаимодействия с b1-доменом Nrp-1.

Семафорин 3А не может связываться с мо-
лекулой плексина с высокой аффинностью, 
однако описана возможность низкоаффинного 
взаимодействия Sema-доменов плексина и се-
мафорина 3А («голова к голове»), способствую-
щего димеризации и активации рецептора [12].

ПРОВЕДЕНИЕ
ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО СИГНАЛА

Цитоплазматический сегмент  PlexA не со-
держит тирозинкиназного домена, характерно-
го для рецепторов ростовых факторов, но содер-
жит высококонсервативный GAP-домен (белок, 
активирующий или связывающий  ГТФазу). 
Он относится к регуляторным белкам, которые 
могут связываться с активированными G-бел-
ками и стимулировать их ГТФазную актив-
ность, т.е. ускорять процесс дефосфорилирова-
ния ГТФ с образованием ГДФ, в результате чего 
сигнальное событие прекращается.

Цитоплазматический фрагмент плекси-
нов  А обладает способностью активировать 
мономерные малые ГТФазы,  G-белки, принад-
лежащие двум семействам Ras и Rho. Они пред-
ставляют собой сигнальные молекулы, регули-
рующие адгезию, миграцию, пролиферацию, 
дифференцировку и выживание клеток. Про-
ведение сигнала от комплекса семафорина  3А 
с рецепторами наиболее подробно изучено в 
нервной системе, и показано, что в нём уча-
ствуют молекулы R-Ras, M-Ras и Rap, принад-

Рис. 2. Строение семафорина 3А (Sema 3A) и его рецепторов Nrp-1 и PlexA. Взаимодействия между молекулами показаны 
пунктиром (пояснения в тексте)



КИСЕЛEВА, РУТТО762

БИОХИМИЯ том 87 вып. 6 2022

лежащие к семейству Ras, а также RhoA, Rac1 и 
Rnd – из семейства Rho.

ГТФазы Ras и  Rap воздействуют на функ-
цию интегрина и контролируют клеточную ад-
гезию, Rho-белки влияют на морфологию и 
подвижность клетки, и так  же, как и Ras-белки, 
играют важную роль в перестройке актинового 
цитоскелета [5]. Активация R-Ras и Rap1 может 
запускать различные ингибиторные эффекты 
семафорина  3А в нервной и сосудистой тка-
нях [5, 12]. В иммунной системе активация Rap1 
участвует в подавлении семафорином 3А проли-
ферации Т-лимфоцитов человека [13] (таблица).

В неактивном состоянии два  GAP-доме-
на разделены RBD-доменом, который сам 
является Rho-связывающей ГТФазой (Rho-
GTPase  binding domain) (рис.  2). При взаимо-
действии с семафорином происходит связыва-
ние RBD-домена с Rho-ГТФазами, в результате 
чего происходят конформационные изменения, 
которые позволяют разделённым частям  GAP 
взаимодействовать и активироваться. Таким 
образом, и RBD-, и GAP-домены взаимодей-
ствуют со своими G-белками, запуская сложные 
каскады проведения внутриклеточного сигнала, 
приводящие не только к ингибиторным, но и к 
активирующим эффектам.

С участием Rho-связывающих ГТФаз осу-
ществляются PlexA1-опосредованные изме-
нения цитоскелета дендритных клеток, не-
обходимые для их способности активировать 
Т-лимфоциты  [14], а также PlexA4-опосредо-
ванная активация провоспалительной актив-
ности макрофагов в присутствии липополиса-

харида  (LPS)  [15] (таблица). Кроме того, через 
RhoA–ROCK (Rho-associated coiled-coil-forming 
serine/threonine specifi c protein kinase) сигналь-
ный путь под действием семафорина  3А про-
исходит усиление миграции дендритных кле-
ток  [16] и макрофагов  [17]. В  том случае, если 
Rho-связывающие ГТФазы активируются дру-
гим фактором, например, макрофагальным 
колониестимулирующим  фактором  (M-CSF), 
семафорин  3А может подавлять этот эффект и 
ингибировать миграцию макрофагов [18].

Во всех перечисленных, а также во многих 
других случаях основными мишенями действия 
семафорина  3А являются актиновый цитоске-
лет и фокальная адгезия. Их изменения влияют 
на морфологию клеток, межклеточные взаи-
модействия, адгезию и миграцию Т-лимфоци-
тов [19–21] и дендритных клеток [14, 16, 22].

Кроме активации малых ГТФаз, в нервных 
клетках описаны также и другие пути проведе-
ния сигнала, которые мало изучены в клетках 
иммунной системы. Действие семафорина  3А 
на клеточный цитоскелет может осуществлять-
ся путём взаимодействия цитоплазматического 
конца PlexА с двумя группами молекул – белка-
ми семейства MICAL (molecules interacting with 
CasL) и нерецепторными внутриклеточными 
тирозинкиназами Fes и  Fyn  [3]. Белки семей-
ства  MICAL являются ферментами, обладаю-
щими монооксигеназной активностью, бла-
годаря чему они окисляют актин и вызывают 
диссоциацию актиновых нитей. Кроме того, 
белки MICAL и тирозинкиназы Fes и Fyn могут 
приводить к фосфорилированию сигнальной 

Участие малых ГТФаз в передаче сигнала, запускаемого семафорином 3А в клетках иммунной системы

 Рецептор из 
комплекса 

Nrp-1/PlexA
 Клетка  Сигнальные молекулы  Функция Ссылка

Nrp-1
Т-лимфоциты 

человека
Rap1

подавление пролиферации 
и синтеза цитокинов

[13]

PlexA1
дендритные 

клетки мыши
Rho/ROCK-киназа

поддержание способности дендритных 
клеток активировать Т-лимфоциты*

[14]

PlexA4 макрофаги мыши Rac1
усиление синтеза провоспалительных 
цитокинов, индуцированного LPS

[15]

Nrp-1/PlexA1
дендритные 

клетки мыши
RhoA/ROCK-киназа

усиление трансмиграции через 
лимфатический эндотелий

[16]

Nrp-1 макрофаги мыши RhoA/ROCK-киназа стимуляция миграции макрофагов [17]

 Nrp-1 макрофаги мыши
подавление RhoA-пути, 
активированнного M-CSF

подавление миграции, 
индуцированной M-CSF

[18]

Примечание. * Непосредственное участие семафорина 3А не показано, но предполагается.
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молекулы  CRMP2 (collapsin response mediator 
protein  2), что вызывает деполимеризацию ту-
булина и подавляет сборку микротрубочек. Тем 
самым оказывается влияние на морфологию 
клетки и направление роста аксонов [5].

CRMP2 присутствует в цитоплазме CD4+ и 
CD8+ Т-лимфоцитов, а также моноцитов кро-
ви человека [23]. CRMP2 играет существенную 
роль в биполярной реорганизации цитоскелета 
при спонтанной и хемокин-индуцированной 
миграции Т-лимфоцитов, однако не участвует 
в проведении сигнала от семафорина 3А, кото-
рый подавляет миграцию этих клеток [23].

Возможны и другие механизмы воздействия 
семафорина 3А на клетку, связанные, в частно-
сти, с развитием апоптоза. Показано, что этот 
фактор усиливает апоптоз в Т-клеточных ли-
ниях [24], а также в макрофагах человека [25] и 
крысы, что происходит с участием каспаз [26].

ДРУГИЕ ФУНКЦИИ РЕЦЕПТОРОВ
 (НЕ СВЯЗАННЫЕ С СЕМАФОРИНОМ 3А)

Nrp-1 является многофункциональным 
трансмембранным белком, который способен 
взаимодействовать с большим числом струк-
турно неродственных лигандов. Nrp-1 через b1/
b2-домены может взаимодействовать со мно-
гими ростовыми факторами, такими как ро-
стовой фактор сосудистого эндотелия (VEGF), 
трансформирующий фактор роста  β  (TGF-β), 
плацентарный фактор роста  (PLGF), фактор 
роста гепатоцитов  (HGF), фактор роста кера-
тиноцитов (KGF), тромбоцитарный фактор ро-
ста  (PDGF-D) и  др. При этом Nrp-1 образует 
с тирозинкиназными рецепторами этих факто-
ров функциональные комплексы  (голорецеп-
торы) и влияет на передачу сигнала [3, 8].

Лигандами Nrp-1 также являются гепа-
рин и гепарансульфат, галектин-1 и микроР-
НК  [7,  8]. Nrp-1 был идентифицирован в 
качестве рецептора C4d, C3d и  iC3b  –  компо-
нентов комплемента, связывание с которыми 
осуществляется через b1-домен  [27]. Недавно 
было показано, что Nrp-1 взаимодействует с 
S-белком вируса  SARS-CoV-2 и способству-
ет заражению клетки [28]. Все вышесказанное 
позволяет охарактеризовать Nrp-1, как много-
функциональный узловой координирующий 
рецептор (scaff old receptor) [3].

Плексины А-класса также не являются ре-
цепторами, специфичными для проведения 
сигнала только от семафорина  3А. Они могут 

взаимодействовать с другими семафорина-
ми 3-класса, а именно: с семафоринами  3В и 
3С [3], а также с семафоринами 6-класса [5, 29].

Некоторые плексины, независимо от при-
сутствия семафорина  3А, могут участвовать 
в процессах активации и дифференцировки 
макрофагов. Так, по неизвестному механиз-
му PlexA4  вовлечён в проведение сигнала от 
толл-подобных рецепторов (TLRs) [15], а PlexA1 
участвует в дифференцировке остеокластов под 
действием RANKL [18] (см. раздел, посвящён-
ный макрофагам).

Ещё одно уникальное свойство Nrp-1 и 
плексинов А-класса  –  это возможность функ-
ционирования в качестве самостоятельных 
адгезионных молекул. Nrp-1 и  PlexA первона-
чально были описаны как адгезионные молеку-
лы [30, 31]. На различных клетках, не принад-
лежащих к иммунной системе, показано, что 
Nrp-1 взаимодействует с интегринами (beta1, 
αVβ3 и  α5β1) и другими адгезионными моле-
кулами (например, L1-CAM, L1-cell adhesion 
molecule), находящимися латерально на мем-
бране той же клетки, и влияет на процессы ад-
гезии к внеклеточному матриксу и миграции [3, 
9, 32]. В иммунной системе Nrp-1 и PlexA1, так-
же независимо от присутствия семафорина 3А, 
принимают участие в адгезии тимоцитов к эпи-
телиальным клеткам тимуса мыши [33].

Вызывают большой интерес сведения об 
участии Nrp-1 и PlexA1 в образовании иммун-
ного синапса между наивными Т-лимфоцита-
ми и антиген-презентирующими клетками. Оба 
рецептора выявляются в зоне контакта как со 
стороны дендритных клеток, так и Т-лимфоци-
тов человека [19, 20, 34] и мыши [14, 35]. Описа-
на возможность гомофильного взаимодействия 
между двумя молекулами Nrp-1, одна из кото-
рых находится на Т-лимфоците, а другая  – на 
дендритной клетке; блокирующие антитела 
к Nrp-1 подавляют образование конъюгатов 
между ними  [34]. Nrp-1 пролонгирует кон-
такт между Т-регуляторными и антиген-пре-
зентирующими клетками  [35], поддерживает 
стабильность и функционирование Т-регуля-
торных клеток [36], а также способствует про-
ведению сигнала от  TGF-β, являющегося клю-
чевым фактором их индукции [37].

Таким образом, Nrp-1 и PlexА являются не 
только рецепторами семафорина 3А, но и спо-
собны участвовать в осуществлении межкле-
точных контактов в иммунной системе в каче-
стве самостоятельных молекул при отсутствии 
своего основного лиганда.
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ЭКСПРЕССИЯ 
СЕМАФОРИНА 3А В ОРГАНИЗМЕ

Семафорин 3А играет важную роль в эмбрио-
генезе и участвует в формировании жизненно 
важных систем, таких как центральная нервная 
система, сердечно-сосудистая, бронхолёгочная, 
выделительная, костная и иммунная.

Во взрослом организме семафорин 3А уча-
ствует в функционировании и поддержании го-
меостаза многих органов, принимает участие в 
различных регенераторных процессах. Он экс-
прессируется в нервной, лимфоидной, костной, 
жировой и соединительной тканях, сосудистом 
эндотелии, эпителии кишки и носоглотки чело-
века [6].

В иммунной системе человека семафо-
рин 3А синтезируется активированными CD4+ и 
CD8+ Т-лимфоцитами [13, 38], Т-регуляторны-
ми  [38,  39] и В-регуляторными CD19+CD25high 
клетками [2], а также макрофагами [19, 25, 38] 
и дендритными клетками [19, 20]. У мышей по-
казана экспрессия мРНК семафорина 3А в Т- и 
В-лимфоцитах, NK-клетках, макрофагах и ден-
дритных клетках [15].

Мишенями действия семафорина 3А в им-
мунной системе, экспрессирующими на своей 
поверхности рецепторный комплекс, состо-
ящий из Nrp-1 и плексинов класса  А, являют-
ся Т-лимфоциты, мононуклеарные фагоциты 
и дендритные клетки [4].

Т-ЛИМФОЦИТЫ

Основным иммунологическим эффектом 
семафорина 3А считается его супрессорное дей-
ствие в отношении Т-лимфоцитов. Предпола-
гают, что биологическая роль семафорина 3A – 
это осуществление негативного контроля  [19], 
который заключается в селективном подавле-
нии функций активированных Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих в данный момент рецепторы 
семафорина 3А.

Методом проточной цитометрии Nrp-1 
практически не выявляется (0,1–0,5%) на мо-
нонуклеарах крови человека, а также на CD4+, 
CD8+ или CD3+ Т-лимфоцитах крови  [20, 
40–42], но обнаруживается в небольшом коли-
честве на Т-лимфоцитах, полученных из вто-
ричной лимфоидной ткани – периферических 
лимфоузлов  (2,6%) и миндалин  (5,4%)  [40]. 
Процент выявления клеток Nrp-1+ становится 
значительно больше при патологии, что было 

отмечено среди CD4+ Т-лимфоцитов крови [38] 
и CD3+ Т-клеток синовиальной ткани у боль-
ных ревматоидным артритом [43], а также сре-
ди CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, выделенных из 
различных опухолей человека [21, 41, 42].

Эти данные позволили ряду авторов вы-
сказать предположение о том, что Nrp-1 явля-
ется активационным маркером Т-лимфоцитов 
человека  [40,  41]. Nrp-1 коэкспрессируется на 
поверхности Т-лимфоцитов с другими актива-
ционными молекулами и, в частности, с молеку-
лой CD25, что было показано для CD4+ и CD8+ 
Т-клеток, выделенных из опухолей  [41,  42]. 
Кроме того, экспрессия Nrp-1 повышается на 
Т-лимфоцитах крови при активации с помо-
щью анти-CD3/CD28 антител in vitro [38, 40].

У мышей на покоящихся Т-лимфоцитах 
крови, селезёнки и лимфоузлов Nrp-1 также 
практически не выявляется [35, 44], но присут-
ствует на CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитах, выде-
ленных из опухолей  [21,  41] и CD8+ Т-лимфо-
цитах, активированных пептидами [21].

Поверхностная экспрессия PlexA1 на не-
активированных Т-лимфоцитах человека так-
же слабо выражена, рецептор локализуется в 
основном внутриклеточно, однако при взаи-
модействии с дендритными клетками переме-
щается в зону контакта и выявляется на 50% 
Т-клеток,  образующих конъюгаты [20]. На по-
верхности неактивированных Т-лимфоцитов 
обнаружен также и  PlexA4  [20]. Экспрессия 
мРНК генов, кодирующих PlexA1 и PlexA4,  зна-
чительно выше в CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитах, 
полученных из крови больных ревматоидным 
артритом, чем от здоровых доноров [38].

У мышей наблюдается та же закономер-
ность – низкая экспрессия генов, кодирующих 
PlexA1 [35, 45], PlexA2 и PlexA4 в неактивиро-
ванных Т-клетках  [15, 21, 46],  и значительное 
усиление мембранной экспрессии генов, коди-
рующих PlexA1, при активации CD8+ Т-клеток 
пептидами [21].

Таким образом, семафорин  3А не может 
взаимодействовать с покоящимися клетками, 
но приобретает способность оказывать воздей-
ствие на активированные Т-лимфоциты.

Nrp-1 и PlexA1 у человека участвуют в обра-
зовании иммунного синапса со стороны Т-лим-
фоцитов, причём и Nrp-1 [34],  и PlexA1 колока-
лизованы с CD3 [20]. Добавление экзогенного 
семафорина 3А подавляет транслокацию CD3 в 
зону контакта, вызывает кратковременную по-
терю F-актина и микроворсинок в Т-лимфоци-
тах, снижает частоту образования конъюгатов 



СЕМАФОРИН 3А В ИММУННОЙ СИСТЕМЕ 765

БИОХИМИЯ том 87 вып. 6 2022

между ними и дендритными клетками [20], хотя 
в другом сообщении влияние семафорина 3А на 
образование конъюгатов не подтверждено [19]. 
В  Т-клетках происходит реорганизация акти-
нового цитоскелета и перераспределение та-
лина, нарушаются поляризация Т-клеточного 
рецептора  (TCR) и передача от него сигнала, 
подавляется форфорилирование ZAP-70 и FAK 
(focal adhesion kinase) киназ. Это приводит к 
ингибиции пролиферации Т-лимфоцитов, ин-
дуцированной контактом с дендритными клет-
ками [19].

Источником семафорина 3А в данном слу-
чае являются активированные дендритные 
клетки, участвующие в презентации антиге-
на. В  супернатантах смешанной аллогенной 
культуры дендритных клеток и Т-лимфоцитов 
человека семафорин  3А появляется в неболь-
ших количествах  (5  нг/мл) уже через 1  сутки, 
после чего его концентрация возрастает до 
60  нг/мл на  4–6  сутки, что было показано с 
помощью  ИФА  [19]. В  другой работе в анало-
гичных условиях семафорин 3А был обнаружен 
методом иммунопреципитации на 3 сутки [20]. 
Иммуносупрессорное действие эндогенного 
семафорина  3А (подавление пролиферации 
Т-лимфоцитов в смешанной аллогенной куль-
туре) можно заблокировать с помощью моно-
клональных антител к этому фактору [19].

Помимо подавления активации на началь-
ном этапе, семафорин 3А оказывает негативное 
воздействие и на другие функции Т-лимфоци-
тов, такие как пролиферация и синтез цито-
кинов. В экспериментах in  vitro показано, что 
семафорин  3А ингибирует пролиферативную 
активность Т-лимфоцитов человека, индуци-
рованную анти-CD3/CD28 антителами  [13, 
19], но не влияет на пролиферацию, индуциро-
ванную PHA/IL-2  [19] или форболовым эфи-
ром  [13]. Подавление пролиферации в Т-лим-
фоцитах сопровождается индукцией синтеза 
молекулы p27kip1, являющейся негативным ре-
гулятором клеточного цикла. В мононуклеарах 
крови человека, стимулированных анти-CD3/
CD28 антителами, происходит также и сниже-
ние синтеза цитокинов, таких как IL-2, IL-4, 
IL-10 и  IFN-γ [13, 38]. Действие семафорина 3А 
на Т-клетки связано с ингибицией активации 
ERK1/2-киназ и блокадой Ras/MAPK (mitogen 
activated protein kinase) сигнального пути через 
активацию ГТФазы Rap1 [13].

Семафорин 3А оказывает негативный эф-
фект в отношении Т-системы лимфоцитов и 
у мышей. У  животных с дефицитом семафо-

рина  3А (Sema  3A–/–), а также его рецепто-
ров – плексина А4 (PlexA4–/–) или нейропили-
на-1 (с  мутацией рецептора, не позволяющей 
ему взаимодействовать с семафорином  3А, 
Nrp-1Sema–) наблюдается гиперпролифератив-
ный ответ Т-лимфоцитов на антигенную или 
анти-CD3 стимуляцию in  vitro  [46]. Т-лимфо-
циты от мышей с дефицитом PlexA4 проявляют 
повышенную способность к синтезу провоспа-
лительных цитокинов IFN-γ и IL-17 в ответ на 
стимуляцию. Авторы считают, что PlexA4 у мы-
шей является основным плексиновым рецепто-
ром Т-лимфоцитов, проводящим негативный 
сигнал от семафорина 3А [46].

В литературе также имеются данные об ин-
гибирующем влиянии семафорина  3А на ми-
грацию и адгезию Т-лимфоцитов. Показано, 
что этот фактор подавляет миграцию Т-лим-
фоцитов крови человека, предварительно ак-
тивированных с помощью PHA и IL-2 [23], но 
при этом не влияет на скорость миграции не-
активированных Т-лимфоцитов в присутствии 
хемокинов [20]. Кроме того, семафорин 3А ин-
гибирует адгезию Т-лимфоцитов к опухолевым 
клеткам  [13] и цитотоксическую активность 
лимфоцитов из  смешанных лимфоцитарных 
культур  (MLC) в отношении клеток K562  [13]. 
У  мышей семафорин  3А парализует CD8+ 
Т-лимфоциты – вызывает блокаду актинового 
цитоскелета, приводящую к подавлению их ми-
грации, адгезии и цитотоксического действия 
на опухолевые клетки [21, 41].

Кроме того, данный фактор повышает 
чувствительность клеток к развитию Fas-опо-
средованного апоптоза, что было показано на 
Т-клеточных линиях лейкоза человека. При 
этом через  PlexA1 оказывается воздействие на 
белки, регулирующие активность актина, про-
исходит перестройка цитоскелета и транслока-
ция Fas в область липидных рафт [24].

Помимо прямого действия на Т-лимфо-
циты, семафорин  3А может подавлять их ак-
тивность через Т-регуляторные клетки. Эти 
клетки экспрессируют транскрипционный 
фактор Foxp3 (forkhead box  p3) и обладают 
способностью ингибировать функции эффек-
торных Т-лимфоцитов путём продукции про-
тивовоспалительных цитокинов, таких как 
TGF-β и  IL-10. Ряд исследователей считает, 
что семафорин  3А также является супрессор-
ным медиатором Т-регуляторных клеток чело-
века [38, 39]. Он не только ими синтезируется, 
но и повышает в них экспрессию Foxp3 [39], а 
также продукцию  IL-10, что приводит к уси-
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лению супрессорной активности CD4+ Nrp-1+ 
T-reg-подобных клеток [38].

Поскольку Nrp-1 на CD3+CD4+Foxp3+CD25+ 
T-регуляторных клетках крови практически от-
сутствует, но определяется на клетках, получен-
ных из вторичной лимфоидной ткани  – лим-
фатических узлов и миндалин  [40,  47], было 
высказано предположение о том, что Nrp-1 
маркирует особую субпопуляцию Т-регуля-
торных клеток человека. Эти клетки обладают 
наиболее выраженной супрессорной способ-
ностью и выявляются не в крови, а в тканях, 
особенно в условиях воспалительного микроо-
кружения  [8,  48]. Их обнаруживают в синови-
альной жидкости у больных ревматоидным ар-
тритом [49], в бронхиальном лаваже пациентов 
с хроническими обструктивными заболевания-
ми лёгких [50], в первичных опухолях и лимфо-
генных метастазах [42, 47, 48].

В то же время у мышей экспрессия Nrp-1 
на Т-регуляторных клетках существенным об-
разом отличается от таковой у человека. У этих 
животных Nrp-1 высоко экпрессируется на 
CD4+CD25+Foxp3+ клетках крови, а также се-
лезёнки, тимуса и лимфатических узлов [40] и 
рассматривается, как важный функциональ-
ный маркер Т-регуляторных клеток  [35]. Его 
экспрессия тесно коррелирует с экспресси-
ей  Foxp3 и супрессорной функцией Т-регуля-
торных клеток у мышей [51]. Причём считает-
ся, что экспрессия Nrp-1 является характерным 
признаком тимусных, а не индуцированных на 
периферии Т-регуляторных клеток [52].

Если удалить ген, кодирующий Nrp-1 с 
помощью кондиционного нокаута в Т-клет-
ках, то ни содержание Т-регуляторных клеток 
в селезёнке мышей  [44], ни экспрессия в этих 
клетках Foxp3 не изменятся [53]. Однако в них 
обнаружится существенный функциональный 
дефект – снижение способности подавлять про-
лиферацию эффекторных CD4+ Т-клеток in vivo 
и in vitro. При этом CD4+ Т-клетки будут диф-
ференцироваться предпочтительно по Th17-пу-
ти иммунного ответа. Отсутствие Nrp-1 в Т-ре-
гуляторных клетках мышей предрасполагает к 
развитию аутоиммунных заболеваний [53]. Как 
считают некоторые исследователи, Nrp-1 не 
вовлечён в Т-клеточный гомеостаз в нормаль-
ных условиях, однако его роль существенно 
возрастает при патологии [21].

Таким образом, семафорин 3А в настоящее 
время рассматривается как эндогенный имму-
носупрессорный фактор для Т-лимфоцитов. 
При этом он избирательно действует лишь на 

небольшую часть клеток, несущих соответству-
ющие рецепторы, в том числе и на Т-регулятор-
ные лимфоциты, которые потенциируют его 
ингибирующее влияние на эффекторные клет-
ки. Семафорин 3А осуществляет своё подавля-
ющее действие на активированные Т-лимфо-
циты через рецепторы Nrp-1, PlexA1 и PlexA4 с 
использованием блокады ERK1/2-киназ и Ras/
MAPK-сигнального пути.

Помимо клеток периферической иммун-
ной системы,  экспрессия семафорина 3А была 
также обнаружена и в центральном органе им-
муногенеза  – тимусе. Этот фактор конститу-
тивно синтезируется стромальными клетками 
тимуса человека [54] и мыши [55]. In vitro было 
показано, что семафорин 3А оказывает ряд не-
гативных эффектов в отношении тимоцитов и 
эпителиальных клеток  –  ингибирует адгезию 
тимоцитов человека к эпителиальным клет-
кам  [54], а также миграцию тимоцитов, инду-
цированную хемокином SDF-1/CXCL12. При 
этом нейрональный фактор снижает экспрес-
сию рецептора SDF-1 и подавляет форфори-
лирование FAK- и ZAP-70-киназ в мигрирую-
щих клетках, что указывает на существование 
функционального антагонизма между SDF-1 и 
семафорином 3А [56]. Кроме того, этот фактор 
ингибирует пролиферативную активность ти-
моцитов  [57] и эпителиальных клеток тимуса 
мыши [58]. Причём в последнем случае семафо-
рин 3А способен отменять стимулирующий эф-
фект ростовых факторов KGF и HGF на проли-
ферацию эпителиальных клеток, что позволяет 
его рассматривать в качестве потенциального 
антагониста также и этих двух факторов.

ДЕНДРИТНЫЕ КЛЕТКИ

Дендритные клетки не только активно син-
тезируют семафорин  3А, но и сами являются 
мишенью действия семафорина, продуцируе-
мого другими клетками. В  отличие от супрес-
сорного действия в отношении Т-лимфоцитов, 
семафорин  3А стимулирует функциональную 
активность дендритных клеток и играет важную 
роль в инициации иммунного ответа. При этом 
нейрональный фактор действует достаточно из-
бирательно и влияет главным образом на мигра-
цию дендритных клеток и, возможно, на их кон-
такт с Т-лимфоцитами, не затрагивая при этом 
собственно процесс презентации антигена.

В данный обзор включены работы по изуче-
нию миелоидных дендритных клеток, которые 
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получали из костного мозга мышей или моно-
цитов крови человека и инкубировали в при-
сутствии цитокинов GM-CSF и IL-4 (незрелые 
дендритные клетки) с последующей активацией 
с помощью  LPS, TNF или анти-CD40 (зрелые 
дендритные клетки).

В незрелых дендритных клетках человека 
экспрессия мРНК семафорина  3А слабо вы-
ражена, а в зрелых, активированных с помо-
щью  LPS, TNF-α/IL-1β или  CD40L, экспрес-
сия значительно усиливается [19, 22]. У мышей 
дендритные клетки также экспрессируют 
мРНК семафорина 3А [15].

Для взаимодействия с семафорином  3А 
дендритные клетки человека экспрессируют 
соответствующие рецепторы. Моноциты крови 
не экспрессируют Nrp-1 [19, 22] и очень слабо 
экспрессируют PlexA1 и PlexA3 [22]. В процессе 
дифференцировки моноцитов в незрелые ден-
дритные клетки экспрессия всех трёх рецепто-
ров заметно усиливается  [22,  34]. Однако при 
дальнейшем созревании дендритных клеток в 
присутствии LPS мембранная экспрессия Nrp-
1 и  PlexA1 снижается, что происходит путём 
эндоцитоза рецепторов. При этом экспрес-
сия Nrp-1 на уровне мРНК также снижается, 
а PlexA1 – не меняется [20, 22].

На дендритных клетках мышей также об-
наружен Nrp-1  [16,  44]. Из  плексинов экс-
прессируется главным образом мРНК  PlexA1, 
а мРНК других плексинов А-класса слабо вы-
ражена  [29]. В  отличие от клеток человека, по 
мере созревания дендритных клеток мышей 
в присутствии  LPS или  TNF экспрессия обо-
их рецепторов  – Nrp-1  [16,  44] и  PlexA1, как 
мембранная, так и на уровне мРНК, усилива-
ется [14, 16, 45]. При этом цитоплазматическая 
локализация PlexA1 переходит в мембранную 
форму [14].

Значительные межвидовые различия в экс-
прессии рецепторов семафорина 3А между че-
ловеком и мышью характерны не только для 
дендритных клеток, но наблюдаются также в 
тимоцитах [57, 59] и периферических Т-лимфо-
цитах [40].

PlexA1 является основным плексиновым 
рецептором дендритных клеток. Его высокая 
экспрессия является отличительной особенно-
стью дендритных клеток по сравнению с дру-
гими антиген-презентирующими клетками, в 
частности макрофагами [45].

Другой рецептор – PlexA4, не играет суще-
ственной роли в презентации антигена и спо-
собности дендритных клеток мышей активи-

ровать Т-лимфоциты  [15]. Дефицит  PlexA4 не 
влияет на экспрессию антигенов главного ком-
плекса гистосовместимости MHC-II и кости-
мулирующих молекул дендритными клетками 
и даже усиливает их способность активировать 
пролиферацию аллогенных Т-лимфоцитов [46]. 
Однако PlexA4 всё же принимает участие в регу-
ляции некоторых функций дендритных клеток, 
в частности синтеза цитокинов. Дендритные 
клетки, полученные от мышей  PlexA4–/– и ак-
тивированные с помощью LPS, обладают сни-
женной способностью синтезировать TNF-α 
и IL-6 [15], хотя продукция IL-12 p40 в анало-
гичных условиях не снижалась [46].

Наиболее детально изучен вопрос о влия-
нии семафорина  3А на миграцию дендритных 
клеток из периферических тканей в регионар-
ные лимфоузлы [16]. Оказалось, что нагружен-
ные антигеном дендритные клетки, получен-
ные от мышей с дефицитом PlexA1 (PlexA1–/–) 
или с функциональным дефектом Nrp-1  (Nrp-
1Sema–), аккумулируются в дренирующих лим-
фатических узлах в значительно меньшем ко-
личестве, чем клетки, полученные от мышей 
дикого типа. Аналогичный эффект наблюдали 
и в том случае, если дендритные клетки от мы-
шей дикого типа вводили в организм животных 
с дефицитом семафорина  3А. При детальном 
изучении механизма данного явления оказа-
лось, что семафорин 3А, продуцируемый клет-
ками лимфатического эндотелия, необходим 
для трансмиграции дендритных клеток в эф-
ферентные лимфатические сосуды. Этот фак-
тор проявляет в отношении дендритных клеток 
хеморепеллентное действие, повышает их под-
вижность и скорость движения, что показано 
in vitro в присутствии хемокинов, а также усили-
вает собственно процесс трансмиграции через 
моно слой лимфатического эндотелия.

Основной точкой приложения семафори-
на  3А в этом случае является перестройка ак-
тинового цитоскелета. Известно, что для клет-
ки, движущейся по хемокиновому градиенту, 
характерно состояние поляризации, при этом 
экспрессия рецепторов на переднем и заднем 
её концах может быть различной. Оказалось, 
что семафорин 3А действует через PlexA1, нахо-
дящийся на хвостовой части дендритной клет-
ки, и вызывает сокращения актомиозина, что 
способствует прохождению клеток через узкие 
щели. При этом через форфорилирование  лёг-
ких цепей миозина происходит воздействие на 
миозин  II, а в проведении сигнала участвуют 
ROCK-киназа и ГТФаза RhoA [16].
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Усиление миграции по типу хеморепеллен-
ции под действием семафорина 3А было показа-
но и в отношении дендритных клеток человека в 
присутствии хемокина CCL19 или без него [22]. 
При этом наблюдали реорганизацию цитоске-
лета и полярное перераспределение F-актина 
в фокальные зоны, совпадающие с ламеллами, 
что характерно для морфологии мигрирующей 
клетки.

На этапе презентации антигена прямое воз-
действие семафорина 3А на дендритные клетки 
не установлено, однако показано, что PlexA1 и 
Nrp-1 у мышей являются компонентами иммун-
ного синапса и локализуются в зоне контакта со 
стороны дендритных клеток  [14,  35]. Дендрит-
ные клетки, полученные от мышей с дефицитом 
PlexA1 (PlexA1–/–), обладают сниженной способ-
ностью активировать антиген-специфические 
или аллогенные Т-клетки in vivo и in vitro [29, 45]. 
При этом снижение экспрессии PlexA1 не влия-
ет на захват и процессирование антигена, экс-
прессию молекул MHC классов  I и  II, а также 
костимулирующих молекул CD40, CD80 и CD86 
на мембране дендритных клеток [14, 16, 29, 45]. 
Присутствие в них PlexA1 необходимо для пе-
рестройки актинового цитоскелета в зоне их 
контакта с Т-лимфоцитами и активации в ден-
дритных клетках Rho ГТФаз; нокдаун гена, ко-
дирующего PlexA1 в дендритных клетках, пода-
вляет их способность антиген-специфически 
активировать Т-лимфоциты [14].

Похожие данные были также получены на 
клетках человека. С помощью иммунофлуорес-
центной и сканирующей микроскопии было 
показано, что Nrp-1 и PlexA1 являются компо-
нентами иммунного синапса со стороны ден-
дритных клеток и у человека  [20,  34]. Добав-
ление антител, блокирующих  PlexA1  [20] или 
Nrp-1  [34],  в смешанную аллогенную культу-
ру подавляло способность зрелых дендритных 
клеток активировать пролиферативный ответ 
Т-лимфоцитов.

В чем заключается биологическое значе-
ние присутствия рецепторов семафорина 3А на 
мембране дендритных клеток в иммунном си-
напсе, пока не ясно. Предполагают, что присут-
ствие  PlexA1 может влиять на процесс адгезии 
(или деадгезии), формирование дендритов и 
на способность дендритных клеток взаимодей-
ствовать с большим числом Т-лимфоцитов [14].

Таким образом, дендритные клетки являют-
ся мишенью действия семафорина 3А на ранних 
этапах иммунного ответа, и этот фактор ока-
зывает на них стимулирующее действие, спо-

собствуя их миграции в лимфатический узел. 
В отличие от Т-лимфоцитов, у которых взаимо-
действие с семафорином  3А реализуется через 
два плексиновых рецептора, PlexA1 и PlexA4, в 
дендритных клетках используется главным об-
разом PlexA1.

МАКРОФАГИ

В отношении макрофагов, так же как и в 
отношении дендритных клеток, семафорин  3А 
известен в основном как положительный ре-
гулятор. Зрелые макрофаги сами синтезируют 
этот белок, а также его рецепторы, благодаря 
чему являются не только источником семафо-
рина 3А, но и его мишенями.

В моноцитах крови человека экспрессия 
мРНК семафорина  3А практически не выяв-
ляется  [19, 22, 25], однако она начинает появ-
ляться при созревании клеток в присутствии 
M-CSF  [25] и значительно усиливается при их 
последующей активации  LPS  [38]. Аналогич-
ная картина наблюдается и у мышей – в неак-
тивированных перитонеальных, селезёночных 
и костномозговых макрофагах выявляется лишь 
слабая экспрессия мРНК семафорина 3А, кото-
рая заметно усиливается при активации клеток 
с помощью LPS или других агонистов TLR [15].

Методами ОТ-ПЦР и проточной цитомет-
рии показано, что моноциты крови человека не 
экспрессируют Nrp-1  [22, 25, 34] и слабо экс-
прессируют плексины А-класса [22, 25, 38]. Экс-
прессия мРНК этих рецепторов (кроме PlexA4) 
значительно усиливается при созревании мак-
рофагов в присутствии M-CSF  [25,  38]. При 
дальнейшей активации макрофагов человека 
в присутствии IFN-γ экспрессия мРНК Nrp-1 
может снижаться, так же как и экспрессия 
мРНК PlexA1 в присутствии LPS [25].

Несколько иная картина отмечается у мы-
шей. Экспрессия Nrp-1 отмечается уже на 
ранних костномозговых предшественниках мо-
ноцитов/макрофагов [60] и на моноцитах кро-
ви [61]. В этих же Nrp-1+ костномозговых пред-
шественниках экспрессируется мРНК  PlexA1 
и PlexA3 [60]. При созревании костномозговых 
макрофагов в присутствии M-CSF в них можно 
обнаружить мРНК PlexA1, A2, A4 (но не А3) и 
Nrp-1 [18, 61].

В резидентных перитонеальных макрофа-
гах выявляется мРНК рецепторов Nrp-1 [62] 
и  PlexA4, а также их присутствие на мембра-
не [15, 46]. С помощью проточной цитометрии 
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Nrp-1 обнаруживается на классически  (М1) и 
альтернативно  (М2) активированных макро-
фагах [63]. Экспрессия Nrp-1 и PlexA1 заметно 
усиливается в присутствии IFN-γ in vitro и после 
введения LPS in vivo в микроглие – резидентных 
макрофагах головного мозга новорождённых 
крыс [26]. Таким образом, у грызунов экспрес-
сия рецепторов семафорина  3А выявляется не 
только на зрелых, но и на незрелых мононукле-
арных фагоцитах, а при активации макрофагов 
экспрессия рецепторов усиливается.

Семафорин 3А является хемоаттрактантом для 
макрофагов  – повышает их спонтанную мигра-
цию по положительному градиенту концентрации. 
Это показано in  vitro в отношении костномозго-
вых предшественников моноцитов  [60,  64], кос-
тномозговых  [61] и перитонеальных макрофагов 
мышей [17], а также CD14+ макрофагов человека, 
выделенных из печени больных гепатоклеточной 
карциномой [65]. Усиление миграционной актив-
ности костномозговых макрофагов мышей под 
влиянием семафорина  3А наблюдали также на 
модели локального повреждения монослоя в тесте 
«царапина» [63].

Усиление хемотаксиса под действием се-
мафорина  3А опосредуется участием рецепто-
ра Nrp-1 [17, 60, 61, 64], и этот эффект можно 
отменить добавлением Y-27632  –  ингибитора 
ROCK-киназы  [17]. Кроме того, в реализации 
стимулирующего действия семафорина  3А на 
миграцию макрофагов мышей участвуют PlexA1 
и PlexA4, поскольку посттрансляционная инак-
тивация их генов с помощью малых интерфери-
рующих РНК (siRNA) отменяет эффект данного 
фактора [61].

Однако существует одна работа, противо-
речащая этим данным, в которой было показа-
но, что семафорин 3А ингибирует спонтанную 
миграцию моноцитов крови человека in vitro [1]. 
Она была выполнена в  2001  г. и является пер-
вой работой по изучению миграции клеток 
иммунной системы в присутствии семафори-
на 3А. В ней был использован не рекомбинант-
ный белок, а супернатант трансфецированных 
COS7-клеток, который мог содержать другие 
факторы, кроме семафорина 3А. На это указы-
вают несколько фактов, в том числе и то, что 
эффект, приписываемый семафорину  3А, не 
был связан с Nrp-1 [1].

Способность семафорина  3А привлекать 
макрофаги мышей была также подтверждена 
in  vivo. Это было показано путём подкожно-
го введения Матригеля, содержащего сема-
форин  3А  [61], или с помощью переноса гена 

данного фактора в скелетную мышцу с после-
дующим количественным учётом числа моно-
нуклеаров на тканевых срезах [64]. В организме 
семафорин  3А может привлекать макрофаги в 
ткани с его повышенным содержанием, напри-
мер, в опухоли [61] или патологически изменён-
ную сетчатку глаза [17].

Таким образом, можно заключить, что сам 
семафорин  3А является для макрофагов хемо-
аттрактантом. Однако в комбинации с другими 
индукторами миграционной активности он мо-
жет вести себя по-разному. Так, в присутствии 
хемокина CCL21 in vitro нейрональный фактор 
стимулирует миграцию костномозговых макро-
фагов мышей  [61], а в сочетании с ростовым 
фактором M-CSF – подавляет [18]. Этот эффект 
реализуется через Nrp-1 и связан с подавлени-
ем RhoA-сигнального пути, активированнного 
M-CSF.

Другой важный аспект влияния семафори-
на 3А на функционирование макрофагов – ре-
гуляция синтеза цитокинов. Если макрофаги 
не активированы, то нейрональный фактор не 
влияет на продукцию и синтез TNF-α и IL-6 
in vitro [15], а также на экспрессию мРНК других 
цитокинов (IL-1β, IL-12a, IL-10, TGF-β) и хе-
мокинов [63]. Однако в случае активации мак-
рофагов семафорин  3А оказывает действие на 
синтез цитокинов, причём разнонаправленное.

Так, при одновременном добавлении се-
мафорина 3А и LPS был получен стимулирую-
щий эффект семафорина  3А на синтез  TNF-α 
и IL-6, усиливающий действие LPS  [15]. Дей-
ствие семафорина  3А было опосредовано ре-
цептором PlexA4 и усиливало активацию малой 
ГТФазы Rac1. Семафорин 3А и LPS активиро-
вали  Rac1 каждый в отдельности, а при их со-
вместном добавлении происходила суммация 
эффектов. В этих экспериментах использовали 
субоптимальную дозу LPS (50 нг/мл).

В другой работе, где применяли полную ак-
тивацию макрофагов мышей с помощью двух 
стимулов (LPS и  INF-γ), добавление семафо-
рина  3А на экспрессию мРНК  TNF-α, IL-6 
и  IL-12a уже не влияло  [63]. Это согласуется с 
данными об отсутствии влияния нейрональ-
ного фактора на продукцию TNF-α в макро-
фагах человека, стимулированных с помощью 
1 мкг/мл LPS [38].

Ещё в одной работе речь идёт уже об инги-
бирующем действии семафорина 3А. С исполь-
зованием костномозговых макрофагов мышей 
показано, что добавление семафорина  3А вы-
зывает подавление синтеза провоспалительных 

6
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цитокинов IL-1β, IL-6 и TNF-α, индуцирован-
ного LPS/IFN-γ  [66]. Существенное отличие 
данной работы заключается в том, что в ней 
была изменена последовательность внесения 
факторов – сначала макрофаги прединкубиро-
вали с семафорином в течение 1 суток, а затем 
уже вносили LPS/IFN-γ [66].

Можно предположить, что при работе 
in  vitro с комбинацией нескольких факторов, 
конкурирующих за общие сигнальные пути, 
важную роль играет последовательность вне-
сения препаратов, и это во многом объясняет 
описанные выше разночтения при анализе мо-
дулирующего действия семафорина  3А. При 
этом существенна и концентрация вносимых 
препаратов, от которой зависит степень акти-
вации клеток, а также тканевой источник полу-
чения клеток и степень их зрелости. Для уточ-
нения этого вопроса необходимо использовать 
разные варианты постановки эксперимента в 
одной работе. В настоящее время оценка влия-
ния семафорина 3А на синтез провоспалитель-
ных цитокинов макрофагами in  vitro крайне 
неоднозначна, и критерием её релевантности 
могут служить результаты, полученные in vivo.

Одной из ключевых работ по исследованию 
влияния семафорина 3А на макрофаги является 
работа Wen et al. [15], в которой было показано, 
что нейрональный фактор способен стимули-
ровать синтез цитокинов также и в организме. 
Внутрибрюшинное введение семафорина  3А 
мышам с экспериментальным полимикроб-
ным перитонитом (частичная перевязка сле-
пой кишки с последующим прокалыванием) 
вызывало повышение содержания провоспа-
лительных цитокинов и хемокинов в перитоне-
альном лаваже, чего не наблюдалось у живот-
ных (PlеxA4–/–) с дефицитом рецептора. Эти же 
мыши были более резистентными к развитию 
сепсиса, вызываемого летальной дозой  LPS, и 
у них выявляли значительно меньшие концен-
трации провоспалительных цитокинов TNF-α и 
IL-12p70 в сыворотке крови [15].

В этой же работе был установлен неизвест-
ный ранее факт участия  PlexA4 в проведении 
сигнала от  TLR. В  макрофагах, полученных 
от мышей  (PlеxA4–/–) с дефицитом рецептора, 
была снижена продукция провоспалительных 
цитокинов в ответ на стимуляцию агониста-
ми TLR или бактериями  [15]. При этом в ма-
крофагах  PlеxA4–/– происходило подавление 
активации  Rac1, индуцированной  TLR, с по-
следующим снижением активации JNK (c-Jun 
N-terminal kinase) и NF- κB (nuclear factor- κB). 

Тем самым было показано, что PlexA4 не только 
проводит сигнал от семафорина 3А, усиливаю-
щий ответ на LPS, но и по неизвестному меха-
низму во влечён в проведение сигнала от  TLR 
вне связи с семафорином.

Данные о том, что семафорин  3А может 
дополнительно активировать макрофаги при 
развитии бактериальной инфекции, позволили 
обосновать новый подход к лечению и преду-
преждению развития сепсиса у эксперименталь-
ных животных [15], который был использован в 
дальнейшем. Внутривенное введение монокло-
нальных антител к семафорину 3А дозозависи-
мо снижало летальность у мышей с сепсисом, 
который вызывали введением  LPS  [67]. Не-
сколько неожиданным оказался результат, сви-
детельствующий о том, что уровень содержания 
TNF-α в сыворотке крови таких животных не 
снижался.

Таким образом, по имеющимся в лите-
ратуре данным можно заключить, что сам се-
мафорин  3А на синтез провоспалительных 
цитокинов макрофагами не влияет, но может 
модулировать действие других активаторов.

Поскольку синтез провоспалительных ци-
токинов является лишь частью активационного 
статуса макрофагов, исследовали также вли-
яние семафорина  3А и на другие показатели. 
В настоящее время описано несколько вариан-
тов активации макрофагов, среди которых вы-
деляют  М1 или классически активированные 
макрофаги (под действием LPS и IFN-γ) и М2 
или альтернативно активированные (под влия-
нием IL-4, IL-13 или IL-10) [68]. М1-макрофаги 
характеризуются выраженной микробицидной 
и туморицидной активностью, М2  – способ-
ствуют ангиогенезу и репаративным процессам. 
Влияние семафорина 3А на поляризацию мак-
рофагов исследовано в двух работах.

В работе Teng et al. [66] было показано, что 
прединкубация костномозговых макрофагов 
мышей с семафорином  3А в течение 1  суток 
ингибирует образование М1-макрофагов, но 
положительно влияет на формирование М2-фе-
нотипа макрофагов. При этом семафорин  3А 
снижает индуцированное LPS фосфорилиро-
вание STAT3 (signal transducer and activator of 
transcription 3), сигнальной молекулы, имеющей 
значение для поляризации М1-макрофагов.

В другой работе исследовали, как уже поля-
ризованные М1- и М2-макрофаги, обработан-
ные LPS/IFN-γ или IL-4/TGF-β соответствен-
но, отвечают на семафорин 3А. Оказалось, что в 
этом случае добавление нейронального фактора 
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не влияет ни на экспрессию мРНК цитокинов и 
хемокинов в макрофагах мышей, ни на их ми-
грацию in vitro [63]. Однако семафорин 3А суще-
ственным образом влияет на пролиферативную 
активность макрофагов  – стимулирует, если 
они имеют фенотип  М1, и подавляет  – в слу-
чае М2-клеток. При этом семафорин 3А также 
усиливает индуцированное  CSF1 фосфорили-
рование Akt и MAPK в М1-макрофагах и пода-
вляет – в М2-клетках; данный эффект осущест-
вляется через Nrp-1 [63].

Таким образом, в одной работе было пока-
зано, что семафорин 3А подавляет сигнальные 
пути, характерные для поляризации М1-макро-
фагов и способствовует формированию М2-фе-
нотипа [66], в другой – наоборот [63]. Дальней-
шие исследования позволят внести большую 
ясность в этот вопрос.

Семафорин  3А не влияет на фагоцитоз 
опсонизированных эритроцитов макрофага-
ми человека, но стимулирует в них развитие 
Fas-независимого апоптоза [25]. Нейрональный 
фактор также способен индуцировать апоптоз в 
культуре обогащённых клеток микроглии (ре-
зидентных макрофагов центральной нервной 
системы), полученных из мозга новорождённых 
крыс. Эффект отменяется при добавлении ан-
тител, блокирующих Nrp-1, и усиливается, если 
клетки микроглии активировать с помощью 
IFN-γ [26]. Также показано, что нейроны, нахо-
дящиеся в состоянии стресса, синтезируют се-
мафорин  3А, который вызывает апоптоз акти-
вированной микроглии. Авторы предполагают, 
что при травме нервной ткани данная реакция 
может подавлять избыточное воспаление, свя-
занное с активацией макрофагов, и защищать 
нейроны от дополнительного повреждения.

Ещё одно важное направление изучения 
мак рофагов – влияние семафорина 3А на диф-
ференцировку остеокластов. Эти клетки также 
относятся к системе мононуклеарных фагоци-
тов. Они представляют собой макрофаги кост-
ной ткани, ответственные за резорбцию кости. 
Одним из основных факторов дифференци-
ровки остеокластов является RANKL (receptor 
activator of nuclear factor-kB ligand), цитокин 
семейства факторов некроза опухоли, кото-
рый взаимодействует с клетками через рецеп-
тор RANK.

Дифференцировку остеокластов изучали 
на модели костномозговых предшественни-
ков моноцитов/макрофагов, культивируемых 
в присутствии M-CSF и RANKL. Было показа-
но, что добавление семафорина  3А подавляет 

их дифференцировку in vitro [66], и этот эффект 
реализуется через Nrp-1 и PlexA1 [18]. При этом 
семафорин  3А подавляет дифференцировку 
остеокластов только в том случае, если его до-
бавляют до внесения активирующего факто-
ра RANKL, но не наоборот [18]. Было показано, 
что семафорин  3А и  RANKL находятся в кон-
курентных взаимоотношениях за использова-
ние PlexA1 для проведения сигнала, поскольку 
для дифференцировки остеокластов при уча-
стии  RANKL необходимо формирование ком-
плекса PlexA1–TREM2–DAP12.

Если на мембране остеокластов присутству-
ет Nrp-1, он конститутивно формирует ком-
плекс с  PlexA1, и при наличии семафорина  3А 
взаимодействует с ним. Добавление RANKL 
после этого оказывается неэффективным, а об-
разование остеокластов нарушается. Если же 
сначала добавлять RANKL, то семафорин 3А не 
будет проявлять своё ингибирующее действие, 
поскольку RANKL обладает способностью по-
давлять экспрессию Nrp-1. В  результате этого 
PlexA1 будет использован для образования ком-
плекса PlexA1–TREM2–DAP12 и осуществится 
дифференцировка остеокластов [18].

Описанный механизм является примером 
того, как последовательность внесённых фак-
торов влияет на результат экспериментов, в том 
случае, если эти факторы конкурируют меж-
ду собой за общие рецепторы или сигнальные 
пути, и отчасти объясняет противоречивые ре-
зультаты по изучению действия семафорина 3А 
in vitro.

Ингибирующее действие семафорина  3А 
на дифференцировку остеокластов было так-
же продемонстрировано и в организме мышей. 
У  животных с дефицитом как самого фактора 
(Sema 3a–/–), так и с функциональным дефектом 
его рецептора  (Nrp -1Sema–) наблюдали увели-
чение количества остеокластов и выраженную 
остеопению костей  [18]. Локальное введение 
семафорина  3А мышам с экспериментальной 
травмой ускоряло процесс восстановления ко-
сти, а внутривенное введение мышам с удалён-
ными яичниками (модель остеопороза после 
менопаузы) оказывало остеопротективный 
эффект. Это позволяет рассматривать семафо-
рин 3А как перспективный препарат для лече-
ния заболеваний костей [18] и суставов [66].

Таким образом, основные эффекты се-
мафорина  3А в отношении макрофагов  – это 
стимуляция миграции, модуляция синтеза ци-
токинов, а также влияние на поляризацию и 
дифференцировку этих клеток.

6*
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ОТКРЫТИЕ ХЕМОРЕПЕЛЛЕНЦИИ
 В НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ 

И ЕГО ЗНАЧЕНИЕ ДЛЯ ИММУНОЛОГИИ

Хемотаксис – направленная миграция кле-
ток по градиенту химического вещества  – яв-
ляется одним из фундаментальных процессов 
живых организмов. В  настоящее время хемо-
таксис считается двунаправленным процессом 
и может происходить как в сторону повышения 
градиента химического вещества  (хемоаттрак-
ция), так и в противоположную сторону (хемо-
репелленция), что регулируется балансом хемо-
аттрактантов и хеморепеллентов в клеточном 
микроокружении [69].

Однако в течение длительного времени 
хемотаксис клеток иммунной системы рас-
сматривали только с позиций хемоаттрак-
ции. Несмот ря на то что ещё в ранних рабо-
тах  (1939  г.) было описано хеморепеллентное 
действие силиката алюминия на лейкоциты 
человека и кролика  [70], этот эффект практи-
чески не изучался.

Открытие хеморепелленции в конце 
1990-х  гг. в нервной системе, где семафори-
ны 3-класса и некоторые другие нейрональ-
ные факторы оказывают отталкивающее дей-
ствие на конус роста аксона, отклоняя его от 
прорастания в не предусмотренные для этого 
области  [71], послужило стимулом для иссле-
дований хеморепелленции клеток иммунной 
системы уже на новом уровне.

Первыми иммунологическими факторами, 
для которых был показан хеморепеллентный 
эффект, оказались два известных хемокина  – 
SDF-1/CXCL12 и IL-8. В  повышенных кон-
центрациях SDF-1 проявлял свою активность 
не как хемоаттрактант, а как хеморепеллент в 
отношении Т-лимфоцитов [72], в то время как 
IL-8 оказывал аналогичный эффект в отно-
шении своих клеток-мишеней – нейтрофилов 
человека [73]. Появилось новое представление 
о направленной миграции клеток иммунной 
системы от химического вещества, для обозна-
чения которого был предложен специальный 
термин  –  «фугетаксис» (от греческого fugere  – 
избегать и taxis – движение), который, однако, 
не получил большого распространения [74].

Хеморепеллентный эффект самого сема-
форина  3А был также продемонстрирован не 
только в нервной, но и в иммунной системе. 
Впервые это было показано на тимоцитах че-
ловека [54], затем – на тимоцитах мыши [55] и 
дендритных клетках [16].

Явление хеморепелленции в иммунной си-
стеме играет важную роль как в норме, так и при 
патологии. Предполагают, что сортировка кле-
ток на входе в различные органы может иметь 
значение для создания иммунологически при-
вилегированных зон в организме; хеморепел-
ленты могут регулировать выход Т-лимфоцитов 
из лимфоузлов и тимуса, а также их предше-
ственников из костного мозга [74].

Имеются сведения об участии семафори-
нов 3-класса, синтезируемых стромой тимуса, 
в процессе сортировки лимфоидных предше-
ственников на входе в этот орган у мышей во 
время эмбрионального и раннего постнаталь-
ного развития [75].

Изучался вопрос об участии семафорина 3А, 
как хеморепеллента, в эмиграции тимоцитов на 
периферию при росте перевиваемой опухоли [55]. 
Однако данных, подтверждающих это предполо-
жение, получено не было, поскольку ни экспрес-
сия самого фактора, ни экспрессия его рецепторов 
в тимусе при росте гепатомы 22а не изменялись, 
так же как и транс эндотелиальная миграция ти-
моцитов в присутствии семафорина 3А.

Семафорин 3А, синтезируемый во многих 
опухолях, может оказывать выраженное нега-
тивное действие как хеморепеллент. Он спо-
собен усиливать выход малигнизированных 
клеток из опухолевого узла и повышать риск 
метастазирования  [65]. Кроме того, семафо-
рин  3А блокирует миграцию цитотоксических 
Т-лимфоцитов в опухоль, чем способствует её 
ускользанию от иммунного надзора [21].

Изучение хеморепелленции не только су-
щественным образом обогащает наши пред-
ставления о процессах миграции клеток в ор-
ганизме, но имеет и практическое значение. 
Хеморепелленты различного происхождения 
можно использовать для лечения воспалитель-
ных заболеваний с целью предотвращения из-
быточной миграции лейкоцитов в ткани [76], а 
также для подавления иммунологической атаки 
после трансплантации органов [74].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В начале 2000  гг. в научной литературе 
сформировалось представление об «иммунных 
семафоринах», как о группе нейрональных фак-
торов с иммунорегуляторными свойствами [77]. 
Основное внимание было уделено семафори-
нам 4- и 7-классов, а семафорину 3А отводилось 
в этой категории очень скромное место. Его 
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рассматривали только как фактор, регулирую-
щий миграцию лейкоцитов [1].

В 2012  г. появилась более полная харак-
теристика семафорина  3А, которая является 
общепринятой и в настоящее время  [3, 4, 7]. 
Семафорин  3А был представлен как фактор, 
осуществляющий двунаправленную регуля-
цию иммунного ответа – подавление функций 
Т-лимфоцитов и стимуляцию врождённого им-
мунитета [78]. В этой же публикации был при-
ведён анализ первых сообщений о применении 
нейронального фактора для терапии иммуно-
опосредованных заболеваний в эксперименте и 
сформулировано новое представление о сема-
форине 3А, как о перспективном терапевтиче-
ском средстве для их лечения.

За последующие 10 лет изучение семафори-
на 3А происходило именно в этом направлении. 
В многочисленных экспериментальных работах 
нейрональный фактор, обладающий иммуноре-
гуляторными и анти-ангиогенными свойства-
ми, стали рассматривать как средство от многих 
болезней человека, включающих аллергиче-
ские, аутоиммунные и онкологические заболе-
вания [2–4]. При этом не было получено суще-
ственно новых данных о роли семафорина  3А 
в регуляции иммунного ответа при отсутствии 
патологии, единая концепция его влияния на 
иммунологические процессы не была сформи-
рована, и наши знания об этом и сегодня имеют 
фрагментарный характер. В  настоящем обзоре 
мы впервые попытались объединить все имею-
щиеся сведения по иммунорегуляторному дей-
ствию семафорина  3А, полученные за послед-
ние 20 лет, и обсудить их с разных точек зрения.

Если рассматривать основные механизмы 
действия семафорина  3А на клетки иммунной 
системы, то основной точкой приложения яв-
ляется перестройка актинового цитоскелета и 
связанная с ней регуляция процессов мигра-
ции, адгезии и межклеточной кооперации.

Другим важным звеном иммунорегулятор-
ного действия семафорина 3А является способ-
ность Nrp-1 и плексинов участвовать в прове-
дении сигналов от неродственных семафорину 
факторов. Тем самым семафорин 3А может ока-
зывать модулирующее действие в отношении 
различных клеточных активаторов, включаю-
щих ростовые факторы, хемокины или бакте-
риальные продукты.

В одних случаях между семафорином 3А и 
другими факторами возникают антагонисти-
ческие взаимодействия. Так, например, се-
мафорин  3А подавляет миграцию тимоцитов, 

индуцированную SDF-1 [56] и миграцию мак-
рофагов, индуцированную M-CSF  [18], ин-
гибирует пролиферацию клеток эпителия ти-
муса, активированную ростовыми факторами 
KGF и HGF [58], а также оказывает негативное 
влия ние на дифференцировку остеокластов в 
присутствии RANKL [18]. В других случаях мо-
гут возникать синергические взаимодействия – 
семафорин  3А усиливает синтез провоспали-
тельных цитокинов, индуцированных  LPS, в 
макрофагах мышей [15].

Если проанализировать, на какие функ-
ции клеток иммунной системы влияет семафо-
рин 3А, то основным действием этого фактора 
остаётся контроль миграции. Семафорин  3А 
регулирует миграцию всех рассматриваемых 
клеток, включая Т-лимфоциты [21, 23, 41], ден-
дритные клетки [16, 22] и макрофаги [17, 60, 61, 
63–65]. При этом, как и в нервной системе, это 
может происходить в виде хемоаттракции (для 
макрофагов) или в виде хеморепелленции (для 
дендритных клеток). Предполагается, что вы-
бор направления движения по положительному 
или отрицательному градиенту определяется 
поляризацией клетки, асимметричным распо-
ложением рецепторов и адгезионных молекул, 
а также концентрацией вторичных мессендже-
ров – Ca2+ и циклических нуклеотидов [69, 79].

Кроме миграции, семафорин  3А влияет 
также на адгезию и межклеточную кооперацию 
в иммунной системе. Он подавляет адгезию ти-
моцитов [80] и CD8+ T-лимфоцитов мышей [21] 
к субстрату, формирование контактов между 
тимоцитами и эпителиальными клетками ти-
муса [54], а также между Т-лимфоцитами и ден-
дритными клетками [20]. Кроме того, семафо-
рин  3А проявляет ингибирующую активность 
при взаимодействии Т-лимфоцитов с опухоле-
выми клетками, которая выражается в подавле-
ние адгезии [13] и цитотоксической активности 
Т-лимфоцитов [41].

Из других функций следует отметить негатив-
ное влияние семафорина 3А на пролифератив-
ную активность Т-лимфоцитов [13, 19, 38] и тимо-
цитов [57], а также усиление апоптоза в Т-кле-
точных линиях [24] и макрофагах человека [25].

Немаловажный вопрос  – где и при каких 
условиях в организме проявляется действие 
семафорина  3А. Этот фактор конститутивно 
экспрессируется в органах иммунной системы 
(тимусе, селезёнке, лимфатических узлах)  [18, 
54, 55], что предполагает его важную гомеоста-
тическую роль. Концентрация семафорина 3А в 
сыворотке крови здоровых людей колеблется в 
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Рис. 3. Гипотетическая схема основных точек приложения действия семафорина  3А (Sema  3A) в иммунной системе 
(пояснения в тексте)

широких пределах (от 10 до 90 нг/мл и более) [2]. 
Приблизительно такие же концентрации  (50–
100  нг/мл) большинство авторов использует 
для изучения действия семафорина 3А in  vitro. 
Из этого следует, что концентрация семафори-
на 3А в циркуляции достаточна для проявления 
его биологической активности. Однако находя-
щиеся в периферической крови Т-лимфоциты 
и моноциты не имеют рецепторов семафори-
на  3А и, следовательно, не подвергаются его 
действию. Рецепторы появляются при актива-
ции клеток, и тогда они приобретают способ-
ность отвечать на семафорин 3А [25, 38, 40].

Кроме того, рецепторы семафорина 3А об-
наруживаются на клетках иммунной системы, 
находящихся в тканях – на тканевых макрофа-
гах и небольшой части Т-лимфоцитов. По-ви-
димому, при отсутствии патологии этот фактор 
главным образом регулирует внутритканевую 
миграцию клеток, а также выход клеток из тка-
ней в лимфоток, как это показано для дендрит-
ных клеток [16].

Роль семафорина  3А как внутритканевого 
клеточного регулятора лучше всего изучена в 

тимусе. Этот фактор конститутивно синтези-
руется эпителиальными клетками тимуса, а ми-
шенями для действия семафорина 3А являются 
сами эпителиальные клетки и тимоциты  [54, 
55, 57–59]. Он регулирует миграцию тимоци-
тов, процесс адгезии/деадгезии тимоцитов и 
эпителиальных клеток, а также пролиферацию 
тимоцитов и эпителиальных клеток.

В условиях патологии локальные концен-
трации семафорина  3А в тканях могут суще-
ственно меняться. В  таких случаях семафо-
рин  3А, наряду с хемокинами и ростовыми 
факторами, может контролировать клеточный 
состав воспалительного инфильтрата, привле-
кая одни клетки и блокируя миграцию других. 
Например, при повышении содержания сема-
форина 3А в опухолях наблюдается усиленный 
приток туда макрофагов [60, 61, 63, 65] и пода-
вление миграции CD8+ Т-лимфоцитов [21, 41].

Действие семафорина  3А, систематизиро-
ванное по фазам иммунного ответа, представ-
лено на рис. 3.

На этапе инициации иммунного ответа 
семафорин  3А действует как положительный 
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фактор, поскольку способствует выходу ден-
дритных клеток из периферических тканей в 
лимфоток для их дальнейшей миграции в ре-
гионарные лимфатические узлы и презентации 
антигена Т-лимфоцитам [16].

На всех последующих этапах, связанных с 
участием Т-лимфоцитов, семафорин  3А ока-
зывает негативный эффект: подавляет актива-
цию Т-лимфоцитов и передачу сигнала от TCR 
во время презентации антигена  [19,  20], ин-
гибирует пролиферацию эффекторных CD4+ 
Т-лимфоцитов и синтез цитокинов  [38,  46], 
активирует Т-регуляторные клетки, которые, 
в свою очередь, оказывают супрессорное дей-
ствие [38, 39]. Предполагают, что эффект сема-
форина 3А вызывает терминацию процесса или 
предотвращение гиперактивации Т-лимфоци-
тов [19], однако конкретная роль этого фактора 
не установлена.

В ряде случаев при развитии патологии 
иммуносупрессорное действие семафорина  3А 
рассматривают как положительный фактор и 
предлагают использовать его экзогенное вве-
дение для лечения аутоиммунных и аллерги-
ческих заболеваний в эксперименте [2, 4]. В то 
же время при росте опухолей, продуцирующих 
этот фактор  (рис.  3), его ингибирующее дей-
ствие может играть негативную роль  – пода-
влять противоопухолевый иммунитет, вызывая 
ингибицию миграции, адгезии и цитотоксиче-
ской активности CD8+ T-лимфоцитов  [13, 21, 
41]. В  этом случае применяют противополож-
ную тактику и разрабатывают способы бло-
кирования семафорина  3А и его рецепторов в 
организме  [21,  41]. Клинические запросы обу-
словливают необходимость проведения даль-
нейших исследований для определения зна-
чимости вклада семафорина  3А в регуляцию 
Т-клеточного иммунного ответа.

Остаётся нерешённым вопрос о биологи-
ческой роли рецепторов семафорина 3А (Nrp-1 
и PlexA1) в иммунном синапсе, которые явля-
ются его компонентами как со стороны Т-лим-
фоцитов, так и дендритных клеток  [14, 19, 20, 
34, 35]. Если для Т-лимфоцитов взаимодей-
ствие этих рецепторов с семафорином 3А и его 
негативный эффект показаны, то лиганды, с 
которыми взаимодействуют эти рецепторы на 
дендритных клетках, ещё не определены. Не-
обходимость присутствия этих рецепторов на 
дендритных клетках для проявления их способ-
ности активировать Т-лимфоциты, возможно, 
и не связана с семафорином  3А, что, однако, 
требует экспериментального подтверждения. 

В настоящий момент предположение о том, что 
при взаимодействии двух клеток друг с другом 
некий фактор одну из них мог бы подавлять, а 
другую – стимулировать, представляется весь-
ма сомнительным.

Отличительной особенностью семафори-
на 3А является его способность, параллельно с 
ингибицией Т-клеточного звена иммунитета, 
оказывать стимулирующее действие на клетки 
мононуклеарно-фагоцитарной системы. Этот 
фактор, прежде всего, является хемоаттрактан-
том для моноцитов и макрофагов, что показано 
у мышей in vivo и in vitro  [17, 60, 61, 63]. Одна-
ко мы не можем прямо переносить эти экспе-
риментальные данные на организм человека, 
поскольку в экспрессии рецепторов семафори-
на 3А существуют межвидовые различия. У че-
ловека, в отличие от мышей [60, 61], рецепторы 
семафорина 3А на моноцитах крови практиче-
ски отсутствуют  [22, 25, 34, 38], что указывает 
на потенциальную возможность взаимодей-
ствия данного фактора только с активирован-
ными моноцитами.

Семафорин  3А не является стимулято-
ром таких функций макрофагов, как продук-
ция провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов  [15, 38, 63], но может модулировать ответ 
макрофагов на другие активирующие стимулы 
(например, на  LPS и  IFN-γ)  [15, 63, 66]. Од-
нако результаты этих работ противоречат друг 
другу и не позволяют однозначно охарактери-
зовать семафорин  3А как провоспалительный 
или как противовоспалительный фактор. Кро-
ме того, в настоящее время не представляется 
возможным дать утвердительный ответ на во-
прос, способствует ли семафорин  3А поляри-
зации макрофагов в направлении М1- [66] или 
М2-фенотипа [63].

Между тем ответы на нерешённые вопро-
сы по влиянию семафорина  3А на макрофаги 
важны для оценки роли этого фактора в патоге-
незе таких заболеваний, как ревматоидный ар-
трит [66], сепсис [15] и опухолевый рост [60, 63], 
поскольку определяют стратегию применения 
семафорина 3А в качестве лечебного средства. 
Пока здесь нет единого мнения: одни авторы 
предлагают вводить семафорин 3А в организм 
как противоспалительный фактор, как, напри-
мер, при ревматоидном артрите  [66], другие 
считают, что с этой же целью нужно нейтрали-
зовать действие семафорина 3А, как это пока-
зано при экспериментальном сепсисе [15, 67].

В настоящее время не вызывает сомнения, 
что семафорин  3А играет важную иммуно-
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регуляторную роль в организме в нормаль-
ных и патологических условиях, что позво-
ляет рассматривать этот фактор и его рецеп-
торы как перспективные мишени для тера-
певтического воздействия. Дальней-
шие исследования прольют свет на не-
решённые вопросы и  позволят обосно-
вать новые подходы для лечения многих 
заболеваний человека.
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SEMAPHORIN 3A IN THE IMMUNE SYSTEM: TWENTY YEARS OF STUDY

Review

E. P. Kiseleva1,2* and K. V. Rutto1

1 Federal State Budgetary Scientifi c Institution “Institute of Experimental Medicine”,
197376 St. Petersburg, Russia; e-mail: ekissele@yandex.ru

2 North-Western State Medical University named after I. I. Mechnikov,
195067 St. Petersburg, Russia

Semaphorin 3А is a secreted glycoprotein, which was originally identifi ed as axon guidance factor in the neu-
ronal system, but it also possesses immunoregulatory properties. Here, the eff ect of semaphorin 3A on T-lym-
phocytes, myeloid dendritic cells and macrophages is systematically analysed on the bases of all publications 
available in the literature for 20 years. Expression of semaphorin 3A receptors – neuropilin-1 and plexins A – in 
these cells is described in details. The data obtained on human and murine cells are considered at a comparative 
aspect. Here for the fi rst time we presented a comprehensive overview on the interaction of semaphorin 3A with 
mononuclear phagocyte system. Semaphorin signaling mostly results in changes of the cytoskeletal machinery 
and cellular morphology that regulate pathways involved in migration, adhesion and cell-cell cooperation of 
immune cells. Accumulating evidence indicates that this factor is crucially involved in various phases of im-
mune responses, including the initiation phase, antigen presentation, eff ector T-cell function, infl ammation 
phase, macrophage activation and polarization. In recent years, the interest in this fi eld has increased signifi -
cantly because semaphorin 3A participates in the pathogenesis of many human diseases and therefore can be 
used for treatment. Its involvement in the immune responses is important to study, because semaphorin 3A 
and its receptors turn to be a promising new therapeutic tools to be applied in many autoimmune, allergic and 
oncology diseases.

Keywords: semaphorin 3A, neuropilin-1, plexin, T-lymphocytes, dendritic cells, macrophages
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Принятые сокращения: ACE2 – ангиотензин I-превра-
щающий фермент  2; ASGR1  –  асиалогликопротеиновый 
рецептор 1; AXL – рецепторная тирозинкиназа; CD – мем-
бранные маркёры лейкоцитов; COVID – болезнь, вызывае-
мая коронавирусом; KREMEN1 – Kringle-домен-содержа-
щий трансмембранный белок 1; MOI – множественность 
заражения; N-белок – нуклеокапсидный белок; RBD – ре-
цептор-связывающий домен; S-белок  –  белок шипа ви-
руса; SARS-CoV  –  коронавирус, вызывающий тяжёлый 
острый респираторный синдром; TCR – Т-клеточный ре-
цептор; Treg – регуляторные Т-лимфоциты.
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Несмотря на многочисленные данные об отсутствии или слабой экспрессии Т-клетками главного 
функционального рецептора SARS-CoV-2, ангиотензин I-превращающего фермента  2  (ACE2), по-
следние данные литературы демонстрируют способность нового коронавируса эффективно инфи-
цировать Т-лимфоциты. Обзор посвящён анализу этих работ: он рассматривает альтернативные 
(АСЕ2-независимые) пути инфицирования клеток, определяет Т-клеточные субпопуляции, служа-
щие наиболее вероятными мишенями SARS-CoV-2, обсуждает формат взаимодействия вируса с клет-
кой, включая как инфекционные, так и неинфекционные механизмы регуляции Т-лимфоцитов, 
а также оценивает роль вирус-зависимого поражения Т-лимфоцитов в патогенезе COVID-19. Особое 
внимание уделено регуляторным Т-клеткам, как потенциальным мишеням SARS-CoV-2, а также воз-
можному участию экзосом в регуляции чувствительности к вирусу Т-лимфоцитов, присутствующих 
в периферических тканях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SARS-CoV-2, T-лимфоциты, ACE2, CD147, Treg.

DOI: 10.31857/S0320972522060069, EDN: AUEWQV

ВВЕДЕНИЕ

Коронавирус 2019  г., вызывающий тя-
жёлый острый респираторный синдром (Severe 
acute respiratory syndrome corоnavirus  2, SARS-
CoV-2), имеет тропность к широкому спектру 
клеток и тканей, прежде всего к эпителиальным 
клеткам лёгких и респираторного тракта, к со-
судистому эндотелию, а также к клеткам ки-
шечника, печени, почек, мозга [1], что обуслов-
ливает многообразие клинических проявлений 
и пост-ковидных осложнений. Тропность виру-
са определяется наличием на клетках-мишенях 

рецепторов к различным поверхностным струк-
турам вируса, в первую очередь к белку шипа 
(Spike, S-белок). Главным функциональным 
рецептором SARS-CoV-2 является ангиотензин 
I-превращающий фермент 2 (angiotensin I-con-
verting enzyme 2, ACE2) – он распознает S-белок 
вируса, а сериновые протеазы клетки-мишени, 
выступая в роли корецепторов, обеспечивают 
проникновение вируса в клетку  [1, 2]. Харак-
тер распределения АСЕ2 в тканях организма в 
целом совпадает с профилем инфицирования 
SARS-CoV-2 [1].

Клетки иммунной системы и, в частности 
Т-лимфоциты, первоначально не рассматрива-
лись в качестве потенциальных мишеней SARS-
CoV-2, исходя из данных об отсутствии экспрес-
сии рецептора для вируса (АСЕ2) в лимфоидных 
органах  – селезёнке, тимусе и лимфатических 
узлах человека [3], а также в различных субпо-
пуляциях циркулирующих Т-лимфоцитов  [4]. 
Однако интенсивные исследования последних 
лет позволили идентифицировать альтерна-
тивные рецепторы SARS-CoV-2, некоторые из 
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которых представлены на мембране Т-клеток. 
Так, трансмембранный гликопротеин CD147 [5] 
конститутивно экспрессируется интактными 
CD4+/CD8+ Т-лимфоцитами периферической 
крови человека и существенно усиливает экс-
прессию в ответ на поликлональную актива-
цию клеток [5], так же, как и другой кандидат на 
роль рецептора для SARS-CoV-2 – рецепторная 
тирозинкиназа  AXL  [6,  7]. А  экспрессия гена 
Kringle-домен-содержащего трансмембранного 
белка  1 (Kringle contain ing transmembrane pro-
tein 1, KREMEN1) выявлена в субпопуляции ре-
гуляторных Т-лимфоцитов (Treg)  [8, 9]. И хотя 
в традиционных тканях-мишенях вируса эти 
рецепторы играют вспомогательную роль [7, 8], 
они могут выходить на первый план в АСЕ2-де-
фицитных клетках – например, в иммунных.

Эти данные подняли вопрос о Т-лимфо-
цитах, как о потенциальных мишенях нового 
коронавируса. На  сегодняшний день имеется 
6  независимых работ, с разной степенью дета-
лизации продемонстрировавших способность 
нового коронавируса SARS-CoV-2 инфициро-
вать Т-лимфоциты человека. Настоящий об-
зор посвящён анализу данных работ, обсужде-
нию возможных механизмов инфицирования 
Т-клеток и вклада этих механизмов в патогенез 
COVID-19.

РЕЦЕПТОРЫ SARS-CoV-2

Молекула ACE2, ключевой компонент ре-
нин-ангиотензиновой системы, идентифици-
рована как основной входной рецептор для 
SARS-CoV-2 [1, 2], так же, как и для родствен-
ного коронавируса 2003  г., SARS-CoV-1  [10]. 
ACE2  связывается с S-белком SARS-CoV-2 че-
рез С-терминальный домен S1-субъединицы, 
так называемый рецептор-связывающий домен 
(receptor-binding domain,  RBD)  [1,  2]. Следую-
щим шагом в ACE2-зависимом инфицировании 
клетки SARS-CoV-2 является протеолитиче-
ское расщепление S-белка вируса между S1/S2-
субъединицами и при S2′-сайте, что приводит к 
высвобождению фузогена – фактора, обеспечи-
вающего слияние оболочки вируса с мембраной 
клетки-мишени  [2]. Слияние может происхо-
дить двумя путями – на клеточной мембране по-
сле связывания рецептора или в эндосоме после 
поглощения вириона. В последнем случае обо-
лочка вируса сливается с эндосомальной мем-
браной. Расщепление S-белка осуществляется 
сериновыми протеазами клетки-хозяина, в пер-

вую очередь TMPRSS2 и фурином [2, 11]. Эндо-
сомальные цистеиновые протеазы, катепсины B 
и L (CatB/L), также вносят вклад в этот процесс, 
хотя делают это только альтернативным путём, 
после эндоцитоза вириона [2]. Молекула ACE2 
широко представлена в тканях человека с мак-
симальной экспрессией на альвеолярных и 
бронхиальных эпителиальных клетках, энтеро-
цитах, сосудистом эндотелии  [1,  3]. Такой ха-
рактер распределения рецепторов совпадает с 
профилем инфицирования SARS-CoV-2 [1], но 
не объясняет преимущественного повреждения 
клеток лёгких и дыхательных путей. Фурин так-
же выявляется повсеместно, тогда как экспрес-
сия TMPRSS2 носит ограниченный характер с 
максимумом как раз на пневмоцитах, что, как 
полагают, вносит вклад в распространение ви-
руса и специфику патологии [12, 13].

Однако ACE2 – не единственный рецептор 
SARS-CoV-2. Недавние исследования выявили 
ещё целый ряд кандидатов на эту роль. Первый 
и главный из них  – CD147, трансмембранный 
белок семейства иммуноглобулинов (извест-
ный также как басигин или  EMMPRIN), уча-
ствующий в инвазии Plasmodium falciparum [14], 
некоторых бактериальных и вирусных инфек-
циях  [15,  16], включая и коронавирус 2003  г., 
SARS-CoV-1 [17]. В 2020 г. Wang et al. [5] сообщи-
ли о прямом взаимодействии CD147 с S-белком 
SARS-CoV-2 и его участии в инфицировании 
клетки вирусом – на основе связи инфективно-
сти SARS-CoV-2 с уровнем экспрессии CD147 на 
клетках-мишенях. Правда, две работы 2021 г. не 
выявили прямого взаимодействия CD147 с ре-
комбинантным S-белком SARS-CoV-2  [18,  19], 
равно как и изменения уровня инфицирования 
клеток вирусом в случае подавления экспрессии 
гена, кодирующего CD147  [18], или функцио-
нальной блокады данной молекулы  [19]. Тем 
не менее последняя работа по данной пробле-
ме  [20] подтвердила результаты, полученные 
Wang  et  al.  [5]. Таким образом, вопрос о роли 
CD147 в инфицировании клеток SARS-CoV-2 
до конца не решён и требует дальнейших ис-
следований  – возможно, CD147 участвует в 
этом процессе не напрямую. Молекула CD147 
широко представлена в различных тканях: она 
экспрессируется эпителиальными и нейрональ-
ными клетками, а также лейкоцитами – отсюда 
её название, CD147, в соответствии с номенкла-
турой лейкоцитарных дифференцировочных 
антигенов [4].

Другие кандидаты на роль рецепторов, 
обеспечивающих вход SARS-CoV-2 в клетку, – 
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рецепторная тирозинкиназа  AXL  [7], а также 
трансмембранный белок KREMEN1 и асиало-
гликопроте иновый рецептор  1 (Asialoglycopro-
tein receptor 1, ASGR1) [8].

Рецепторная тирозинкиназа AXL широ-
ко представлена в различных органах и тканях 
человека и регулирует многие физиологиче-
ские процессы, включая клеточное выживание, 
пролиферацию и дифференцировку  [21,  22]. 
Показано, что она специфически связывается 
с N-терминальным доменом S1-субъединицы 
S-белка SARS-CoV-2, но не с классическим 
RBD  [7], и опосредует вход вируса в клетку: 
блокада экспрессии AXL существенно снижает 
инфицирование клеток лёгочной линии SARS-
CoV-2, тогда как сверхэкспрессия этого фактора 
промотирует вирусную инфекцию  [7]. Тем не 
менее репликация вируса в клетках лёгких лишь 
незначительно подавляется на фоне блокады 
AXL [7], указывая на второстепенную роль дан-
ного фактора в традиционных мишенях SARS-
CoV-2.

Два дополнительных рецептора для вируса – 
трансмембранные белки ASGR1 и  KREMEN1: 
ASGR1 опосредует эндоцитоз и лизосомальную 
деградацию ряда гликопротеинов, играя крити-
ческую роль в их гомеостазе [23], а KREMEN1 
участвует в регуляции WNT-зависимого сигна-
ла [24], и оба фактора служат входными рецепто-
рами для многих вирусов [25], включая и новый 
коронавирус. Молекулы ASGR1 и  KREMEN1 
напрямую взаимодействуют с S-белком SARS-
CoV-2 (как с N-терминальным доменом, так 
и с  RBD), причём аффинность их связывания 
сопоставима с таковой для ACE2 [8, 26]. Экто-
пической экспрессии ASGR1 или KREMEN1 
достаточно для входа SARS-CoV-2 в клетку [8], 
однако избыточная экспрессия этих рецепто-
ров в ACE2-негативных клетках лишь частично 
восстанавливает инфективность SARS-CoV-2, с 
существенно меньшей эффективностью, чем в 
ACE2-позитивных [8].

Каждый из четырёх альтернативных рецеп-
торов (CD147/AXL/KREMEN1/ASGR1) потен-
циально может опосредовать вход SARS-CoV-2 
в клетку независимо от  ACE2, обеспечивая 
дополнительные пути инфицирования виру-
сом различных тканей, хотя в традиционных 
АСЕ2-позитивных мишенях вируса их роль вто-
рична.

В отличие от независимых рецепторов, есть 
ряд мембранных молекул, способных усиливать 
инфективность SARS-CoV-2, таких как нейро-
пилин-1  [27], сиаловые кислоты  [28], гепаран-

сульфаты [29] или лектиновые рецепторы [30].
Нейропилин-1 напрямую связывается с по-

лиосновным мотивом в расщеплённой фури-
ном S1-субъединице S-белка вируса и заметно 
усиливает инфицирование клетки: блокада та-
кого взаимодействия с помощью РНК-интер-
ференции или селективных ингибиторов сни-
жает вход SARS-CoV-2 в клетку [27]. При этом 
нейропилин-1 не способен вызывать инфици-
рование клетки вирусом самостоятельно, но 
эффективно делает это в случае коэкспрессии с 
ACE2 и TMPRSS2 [27]. Гепарансульфат – дру-
гой необходимый фактор, усиливающий ин-
фицирование различных клеток-мишеней 
SARS-CoV-2  [29]. Он взаимодействует с  RBD 
S-белка вируса в сайте, не перекрывающимся с 
мотивом, участвующим в контакте с ACE2. Свя-
зывание гепарансульфата инициирует транс-
формацию S-белка из закрытой конформации 
в открытую, повышая доступность RBD для 
связывания ACE2  [29]. Некоторые лектиновые 
рецепторы также участвуют в инфицировании 
клетки SARS-CoV-2 за счёт связывания глика-
нов, ассоциированных с S-белком  [30]. Боль-
шинство лектинов С-типа взаимодействуют с 
сайтом S-белка за пределами RBD. И хотя такое 
связывание не способно напрямую индуциро-
вать инфицирование клетки SARS-CoV-2, лек-
тиновые рецепторы усиливают вход вируса в 
ACE2-позитивные клетки, выступая в качестве 
неспецифических «молекул прикрепления» для 
SARS-CoV-2  [30]. К  тому же N‐терминальный 
домен S1-субъединицы S-белка вируса содер-
жит мотивы, связывающие сиаловые кислоты, 
и эти мотивы могут опосредовать взаимодей-
ствие вируса с различными сиалопротеинами, 
гликопротеинами или ганглиозидами на кле-
точной мембране [28]. Таким образом, хотя пе-
речисленные выше неспецифические молекулы 
не являются самодостаточными, они вносят 
существенный вклад в инфицирование клетки 
SARS-CoV-2  – либо обеспечивая лучшее при-
крепление вируса к поверхности клетки-мише-
ни, либо изменяя конформацию S-белка, что 
приводит к появлению дополнительных сайтов 
связывания с рецептором или повышает до-
ступность RBD для контакта с ACE2.

ЭКСПРЕССИЯ РЕЦЕПТОРОВ 
SARS-CoV-2 Т-ЛИМФОЦИТАМИ

Вопрос о наличии у Т-лимфоцитов главно-
го функционального рецептора SARS-CoV-2 на 
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сегдняшний день является спорным. В  2004  г. 
Hamming  et  al.  [3] продемонстрировали с по-
мощью иммуногистохимического анализа 
отсутствие экспрессии  ACE2 в лимфоцитах 
центральных и периферических лимфоидных 
органов человека, а именно: тимуса (число ис-
следованных образцов, n = 4), селезёнки (n = 4) 
и лимфатических узлов (n = 6). Именно на эту 
работу до недавнего времени ссылалось боль-
шинство авторов, высказывая сомнение в воз-
можности инфицирования Т-клеток вирусом 
SARS-CoV-2 [31]. В подтверждение этих данных 
в  2020  г. Radzikowska  et  al.  [4] показали отсут-
ствие экспрессии генов, кодирующих ACE2 и 
TMPRSS2 в различных субпопуляциях Т-лим-
фоцитов периферической крови человека, 
включая наивные CD4+/CD8+ Т-лимфоциты 
и терминально дифференцированные эффек-
торные CD4+/CD8+ Т-клетки  –  правда, опять 
на ограниченной группе (n = 4). В то же время 
Bertram  et  al.  [32] продемонстрировали, так-
же с помощью иммуногистохимии, высокую 
стабильную экспрессию  ACE2 и TMPRSS2 в 
лимфоидных клетках различных тканей ре-
спираторного и желудочно-кишечного тракта, 
включая респираторный синус, слизистые мин-
далин и ворсинки кишечника. А  ещё  в одном 
исследовании с помощью секвенирования РНК 
на уровне отдельного ядра (single-nuclei RNA 
sequencing analysis) [33] показана заметная экс-
прессия гена, кодирующего TMPRSS2, и в сле-
довых количествах гена, кодирующего  АСЕ2, 
Т-лимфоцитами, присутствующими в здоро-
вой ткани лёгких онкологических пациентов 
(n = 12). Противоречия в представленных выше 
данных нет. В первом случае объектом исследо-
вания являлись преимущественно Т-клеточные 
предшественники или наивные Т-лимфоциты, 
тогда как во втором случае речь, по-видимому, 
идёт либо о лимфоидной ткани, ассоциирован-
ной со слизистыми, либо об активированных 
Т-лимфоцитах, инфильтрирующих перифери-
ческие ткани. Кроме того, размеры исследован-
ных групп невелики, а экспрессия  АСЕ2 гене-
тически детерминирована. В итоге, имеющиеся 
на сегодняшний день данные позволяют гово-
рить об отсутствии конститутивной экспрес-
сии ACE2 и TMPRSS2 основной популяцией 
Т-лимфоцитов, наивными αβТ-клетками, но 
не исключают присутствия данных молекул на 
отдельных Т-клеточных субпопуляциях, а также 
их появления в условиях стимуляции или про-
воспалительного окружения, особенно учиты-
вая, что ген, кодирующий  АСЕ2, является ин-

терферон-стим улируемым [34], а Т-лимфоциты 
активно отвечают на интерфероны.

Кроме того, возможен и ещё один меха-
низм появления  АСЕ2 на Т-клеточной мем-
бране  –  он связан с экзосомами: клетки, не 
экспрессирующие или слабо экспрессирующие 
рецептор SARS-CoV-2, могут получать этот ре-
цептор от других клеток с помощью экстракле-
точных микровезикул, которые высвобождают-
ся от поверхности любых клеток в норме или 
при стимуляции, содержат биомолекулы, такие 
как РНК и белки, и осуществляют межклеточ-
ную коммуникацию  [35]. Известно, что АСЕ2 
является традиционным компонентом микро-
везикул, которые способны переносить его в 
совместной культуре от клеток со сверхэкспрес-
сией  АСЕ2 клеткам-реципиентам, лишённым 
данного фактора  [36]. Более того, в недавней 
работе показано присутствие АСЕ2+-микро-
везикул в плазме больных COVID-19 – их уро-
вень имел высокую вариабельность и в целом 
был сопоставим с таковым у здоровых доноров, 
однако в группе больных COVID-19 количество 
АСЕ2+-микровезикул коррелировало с тяже-
стью заболевания [37].

В отличие от АСЕ2, недавно идентифици-
рованный новый функциональный рецептор 
SARS-CoV-2, трансмембранный гликопротеин 
CD147  [5], конститутивно экспрессируется на 
мембране интактных CD4+/CD8+ Т-лимфоци-
тов периферической крови человека и суще-
ственно усиливает экспрессию в ответ на поли-
клональную активацию клеток [5], так же, как и 
другой кандидат на роль рецептора для SARS-
CoV-2  – рецепторная тирозинкиназа  AXL  [6]. 
А  экспрессия гена трансмембранного белка 
KREMEN1 выявлена в субпопуляции регуля-
торных Т-лимфоцитов [9].

Таким образом, хотя вопрос об экспрессии 
Т-лимфоцитами главного функционального ре-
цептора  АСЕ2 не до конца ясен, убедительно 
подтверждено присутствие на мембране кле-
ток альтернативных рецепторов SARS-CoV-2. 
И даже если в традиционных мишенях эти ре-
цепторы играют второстепенную роль, они мо-
гут выходить на первый план в клетках с низкой 
экспрессией АСЕ2 или её отсутствием – напри-
мер, в иммунных клетках.

Важно также отметить, что недавнее струк-
турное компьютерное исследование иммунных 
рецепторов выявило целый ряд новых потен-
циальных мишеней SARS-CoV-2: показано, 
что молекулы CD26, CD2, CD56, CD7, CCR9, 
CD150, CD4, CD50, XCR1 и CD106, теоретиче-
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ски, имеют более высокую аффинность связы-
вания с RBD S-белка вируса, чем классический 
рецептор ACE2  [38]. Многие из этих молекул 
экспрессируются Т-лимфоцитами и даже слу-
жат маркёрами Т-клеточных субпопуляций 
(например, CD2, CD7, CD4), но их участие в 
инфицировании требует экспериментального 
подтверждения.

Т-ЛИМФОЦИТЫ И SARS-CoV-2

Инфицирование Т-лимфоцитов SARS-CoV-2. 
Несмотря на данные об отсутствии экспрессии 
Т-лимфоцитами молекулы АСЕ2  [3], для род-
ственного коронавируса SARS-CoV-1, исполь-
зующего тот же функциональный рецептор, по-
казана способность эффективно инфицировать 
Т-клетки: у 27% пациентов с SARS-CoV-1 выяв-
лено присутствие вирусных частиц (электрон-
ная микроскопия) и мРНК (гибридизация in situ 
и RT-PCR) в циркулирующих Т-лимфоцитах 
(CD3+-клетках), а также во вторичных лимфо-
идных органах  – селезёнке и лимфатических 
узлах  [39]. И  лимфопению, сопровождающую 
данное заболевание, авторы связывают именно 
с поражением вирусом иммунной системы [39].

Неудивительно, что аналогичные исследо-
вания в отношении нового коронавируса SARS-
CoV-2 начались с момента его идентификации.

Первой вышла работа Wang  et  al.  [5]. Ав-
торы выявили вирионы SARS-CoV-2 в Т-лим-
фоцитах (CD3+-клетках), инфильтрирующих 
лёгочные ткани больных COVID-19 [5], а в экс-
перименте in  vitro с помощью люциферазного 
репортёрного анализа продемонстрировали 
дозозависимое инфицирование CD4+/CD8+ 
Т-лимфоцитов периферической крови челове-
ка (n  =  6) псевдовирусом SARS-CoV-2, суще-
ственно более эффективное в случае предвари-
тельной поликлональной активации Т-клеток 
(анти-CD3/CD28) [5].

В  марте 2022  г. была опубликована работа 
Shen  et  al.  [40], которая, расширив спектр ис-
пользуемых методов исследования, в целом 
подтвердила представленные выше результа-
ты. Так, показано присутствие антигена SARS-
CoV-2 (нуклеокапсидного белка, N-белка) в 
Т-лимфоцитах (CD3+-клетках) перифериче-
ской крови и постмортальных срезов лёгких 
больных COVID-19 [40], причём для клеток пе-
риферической крови показан существенно бо-
лее высокий уровень N-белка в CD4+ Т-лимфо-
цитах по сравнению с таковым в CD8+-клетках 

больных COVID-19  [40]. При инфицирова-
нии вирусом CD4+ Т-клеточных линий  Jurkat 
или MT4 in  vitro (множественность заражения 
(Multiplicity of infection, MOI) равна 0,01) в клет-
ках регистрировали вирусную РНК (район, ко-
дирующий RBD), субгеномную вирусную РНК 
(маркёр репликации вируса в клетке), а также 
вирусный белок (N-белок  –  вестерн-блоттин-
гом/проточной цитометрией) и вирусные ча-
стицы (электронной микроскопией). Оценка 
инфективности вируса в отношении первичных 
Т-лимфоцитов периферической крови здоро-
вых доноров (n = 3) также продемонстрировала 
присутствие вирусной РНК (RBD), более высо-
кое в предварительно активированных (CD3/
CD28/IL-2) Т-клетках  [40]. При этом авторы 
выявили массированный апоптоз в Т-лим-
фоцитах, инфицированных вирусом in  vitro, а 
также повышенный уровень апоптотических 
Т-лимфоцитов в периферической крови боль-
ных COVID-19 по сравнению с Т-клетками здо-
ровых доноров [40].

Ещё две работы, непосредственно отно-
сящиеся к обсуждаемой проблеме, находят-
ся в настоящее время на этапе препринта, но 
определённо заслуживают обсуждения, по-
скольку перекликаются с предыдущими. В пер-
вой из них показана способность SARS-CoV-2 
(MOI = 0,1) инфицировать in vitro CD4+, но не 
CD8+ Т-лимфоциты периферической крови 
здоровых доноров, что подтверждено на уров-
не вирусной РНК, вирусного белка (S-белка 
SARS-CoV-2, иммунофлуоресценцией), а так-
же вирусных частиц (электронной микроско-
пией) [41]. При этом в инфицированных CD4+ 
Т-клетках выявлена негативная  (антисмысло-
вая) РНК SARS-CoV-2, что указывает на ре-
пликацию вируса  [41]. В  подтверждение этих 
результатов, исследования ex vivo выявили при-
сутствие вирусной РНК в CD4+, но не в CD8+ 
Т-лимфоцитах периферической крови больных 
COVID-19, причём вирусная нагрузка напря-
мую зависела от тяжести заболевания [41].

Во второй работе, находящейся на этапе 
препринта, инфицирование мононуклеарных 
клеток периферической крови здоровых до-
норов (n  =  5) вирусом SARS-CoV-2 (MOI  =  1) 
in vitro выявило присутствие вирусных антиге-
нов как в CD4+-, так и в CD8+ Т-клетках (~13–
14%, проточной цитометрией с использованием 
гипериммунной сыворотки мышей, иммунизи-
рованных SARS-CoV-2) [42]. При этом процесс 
сопровождался выраженным апоптозом обеих 
Т-клеточных субпопуляций: до 70% SARS-CoV-
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2-инфицированных клеток имели апоптоти-
ческие изменения [42]. Кроме того, у больных 
COVID-19 (n  =  22) показано присутствие ви-
рус-инфицированных CD4+ Т-лимфоцитов в 
периферической крови (иммунофлуоресцент-
ным анализом с использованием для выявления 
вирусных антигенов сыворотки выздоровевших 
пациентов), и у основной части Т-клеток, несу-
щих вирусные антигены, выявлена двунитевая 
РНК SARS-CoV-2, маркёр репликации  [42]. 
А  данные посмертного иммуногистохимиче-
ского исследования показали присутствие ин-
фицированных вирусом CD4+ Т-лимфоцитов в 
тканях лёгких больных COVID-19 [42].

Наряду с представленными выше работами, 
вирусная РНК регистрировалась в Т-лимфоци-
тах (CD3+-клетках), присутствующих в образ-
цах бронхоальвеолярного лаважа (n = 6) и мо-
кроты (n = 2) тяжёлых больных COVID-19 [43]. 
А белки SARS-CoV-2 и вирионы выявлялись в 
клетках селезёнки и лимфатических узлов при 
посмертном исследовании тканей больных 
COVID-19 [44], хотя в последнем случае тип ин-
фицированных клеток не определялся.

Рецепторы, опосредующие инфицирование 
Т-лимфоцитов SARS-CoV-2. Практически во 
всех представленных выше работах по инфи-
цированию Т-лимфоцитов SARS-CoV-2 основ-
ной вирусный рецептор и корецептор ACE2/
TMPRSS2 либо не выявлялись на инфициро-
ванных Т-клетках [5, 43], либо не участвовали 
в инфицировании, что подтверждалось инги-
биторным анализом с помощью подавления 
экспрессии гена, кодирующего  АСЕ2, и/или 
функциональной блокады рецепторов  [40]. 
Единственное исключение  – работа Davan-
zo  et  al.  [41], в которой инфицирование CD4+ 
Т-лимфоцитов периферической крови SARS-
CoV-2 in  vitro эффективно снижалось на фоне 
блокады ACE2 и TMPRSS2. В то же время пока-
зано участие альтернативных рецепторов SARS-
CoV-2 в этом процессе. Так, в клетках-мишенях 
вируса выявлена экспрессия CD147, существен-
но возраставшая в ответ на активацию [5, 43], 
а инфицирование in  vitro CD4+/CD8+ Т-лим-
фоцитов человека псевдовирусом SARS-CoV-2 
отменялось моноклональными антителами к 
CD147  [5]. Другой альтернативный рецептор 
SARS-CoV-2, тирозинкиназа  AXL, выявлен 
на уровне мРНК в вирус-инфицированных 
Т-лимфоцитах больных COVID, а в Т-клетках 
линии  Jurkat сверхэкспрессия  AXL усиливала 
(в  1,5  раза) инфицирование клеток вирусом, 
хотя нокдаун гена не оказывал влияния на этот 

процесс, указывая на то, что AXL – не главный 
рецептор входа вируса в Т-клетки данной ли-
нии, но может вносить вклад в инфицирова-
ние [40].

Работа Davanzo  et  al.  [41], продемонстри-
ровавшая участие в процессе инфицирова-
ния Т-лимфоцитов маркёра Т-хелперной 
субпопуляции, мембранной молекулы  CD4, 
заслуживает особого внимания: показана ко-
преципитация S-белка SARS-CoV-2 и реком-
бинантной полноразмерной молекулы   CD4, 
а инфицирование CD4+ Т-лимфоцитов пери-
ферической крови SARS-CoV-2 in vitro дозоза-
висимо подавлялось в случае предобработки 
клеток моноклональными антителами к  CD4, 
хотя и менее эффективно, чем на фоне блока-
ды традиционного для вируса рецептора ACE2 
и протеазы  TMPRSS2. Интересно, что те же 
моноклональные антитела против CD4 способ-
ны блокировать вход в CD4+ Т-клетки вируса 
иммунодефицита человека (Human immunode-
fi ciency virus,  HIV)  [45], причём в случае HIV-
инфекции одного CD4 также недостаточно для 
входа вируса в клетку, он действует совместно 
с корецепторами, в частности, хемокиновыми 
рецепторами CCR5 или CXCR4 [46].

В итоге, на сегодняшний день имеется 
6 независимых работ, с разной степенью дета-
лизации продемонстрировавших способность 
нового коронавируса SARS-CoV-2 инфициро-
вать Т-лимфоциты человека. Как правило, речь 
идёт о Т-клетках, инфильтрирующих поражён-
ные ткани больных COVID-19 [5, 40, 42, 43] или 
о периферической крови пациентов  [40–42], 
однако в четырёх работах инфицирование ви-
русом [40–42] или псевдовирусом [5] in vitro по-
казано и для Т-лимфоцитов периферической 
крови здоровых доноров. Размер исследуемых 
групп невелик, но результаты хорошо согласу-
ются друг с другом  (таблица). Так, большин-
ство авторов отмечает исключительное [41, 42] 
или преимущественное  [40] инфицирование 
вирусом субпопуляции CD4+ Т-лимфоцитов, и 
работа Davanzo et al. [41] даёт объяснение это-
му феномену, демонстрируя участие молекулы 
CD4 в инфицировании клетки SARS-CoV-2. 
Поражение вирусом обеих Т-клеточных субпо-
пуляций (CD4+/CD8+ Т-клеток), показанное 
Pontelli  et  al.  [42] в эксперименте in  vitro, свя-
зано, по-видимому, с избыточным количе-
ством вирионов, вносимых в культуру в расчё-
те на клетку-мишень (MOI  =  1,0), поскольку 
в других работах этот показатель существен-
но ниже – MOI = 0,1 [41] или MOI = 0,01 [40]. 

7
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Инфицирование Т-лимфоцитов* SARS-CoV-2

Тип Т-клеток Локализация Т-клеток
Рецептор/

корецептор
Выявляемый 

вирусный материал
Ссылки

Т-лимфоциты в тканях больных COVID-19

CD3+T-клетки лёгкие н/о

N-белок вируса [40]

антигены вируса** [42]

вирионы [5]

CD4+/CD8+ бронхоальвеолярный 
лаваж, мокрота

н/о РНК вируса [43]

T-клетки периферическая кровь н/о
РНК вируса [41]

двунитевая РНК вируса [42]

CD4+T-клетки периферическая кровь н/о антигены вируса [42]

Т-лимфоциты здоровых доноров, инфицированные in vitro

CD4+/CD8+

периферическая кровь

CD147*** РНК вируса [5]

AXL? РНК вируса [40]

T-клетки н/о антигены вируса [42]

CD4+ T-клетки периферическая кровь

АСЕ2/ РНК вируса

[41]TMPRSS2 антисмысловая РНК вируса

CD4 S-белок вируса, вирионы

Примечание. N-белок – нуклеокапсидный белок, S-белок – белок шипа вируса; н/о – рецепторы/корецепторы не 
определялись.

* В таблице представлены данные только по инфицированию первичных Т-лимфоцитов, не Т-клеточных линий. 
Информация о методах выявления вирусного материала и оценки вклада конкретных рецепторов в инфицирование 
клетки, а также о размере исследуемых групп – в тексте.

** Вирусные антигены не идентифицировались, они выявлялись с помощью сывороток мышей, иммунизированных 
SARS-CoV-2, или выздоровевших пациентов.

*** Представлены только рецепторы/корецепторы, для которых экспериментально подтверждено участие в инфициро-
вании Т-лимфоцитов SARS-CoV-2.

Т-клетки, инфицированные SARS-CoV-2 
in  vitro, подвергались выраженному апопто-
зу [40, 42], и в периферической крови больных 
COVID-19 уровень апоптотических Т-лим-
фоцитов также был повышен по сравнению 
с Т-клетками здоровых доноров  [40]. Следует 
отметить, что апоптоз является закономерным 
результатом инфицирования клетки вирусом, 
он может быть как следствием прямого воз-
действия вируса, так и классическим ответом 
иммунной системы на появление в организме 
клетки, несущей чужеродные антигены.

В инфицированных вирусом первичных 
CD4+ Т-лимфоцитах и CD4+ Т-клеточных ли-
ниях Jurkat и MT4 различными способами реги-
стрировали субгеномную вирусную РНК  [40], 
негативную (антисмысловую) РНК SARS-
CoV-2 [41] или двунитевую РНК вируса  [42], 
то есть маркёры репликации вируса в клетке, 
однако данных о сборке вирусных частиц и 
их выходе из заражённой клетки пока нет. Ни 
одна из имеющихся на сегодняшний день работ 
не позволяет однозначно сказать, является ли 
инфицирование вирусом Т-лимфоцитов про-
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дуктивным или абортивным. В  исследовании 
Pontelli  et  al.  [42] продуктивность инфекции 
подтверждена для нефракционированного пула 
мононуклеарных клеток периферической кро-
ви, но для Т-лимфоцитов таких данных нет.

Неинфекционные механизмы вирус-зависи-
мой регуляции Т-лимфоцитов. Говоря об инфи-
цировании Т-лимфоцитов SARS-CoV-2, следует 
учитывать, что даже в случае непродуктивного 
взаимодействия вируса с клеткой SARS-CoV-
2-зависимый сигнал может регулировать кле-
точную активность – об этом свидетельствуют 
данные двух недавних исследований.

Так, с помощью структурного компьютер-
ного моделирования показано, что S-белок 
SARS-CoV-2, но не других коронавирусов, со-
держит структурные мотивы, имеющие вы-
сокое сходство с таковыми у бактериальных 
суперантигенов (то есть антигенов, вызываю-
щих массовую неспецифическую активацию 
Т-лимфоцитов), и способен напрямую связы-
ваться с антигенным рецептором Т-лимфоци-
та (T cell receptor, TCR) [47]. Следствием этого 
должна быть избыточная активация Т-клеточ-
ного звена иммунной системы, и данный ме-
ханизм может вносить вклад в гипервоспали-
тельный синдром, характерный для COVID-19. 
В подтверждение этого у больных COVID-19 с 
гипервоспалением выявлен нетипичный (ис-
кажённый) репертуар  TCR, характерный для 
активации суперантигеном, в отличие от па-
циентов с лёгким или умеренным течением 
COVID-19 [47].

Другой кандидат на роль регулятора Т-кле-
точной активации  –  вирусный фузоген, или 
белок, обеспечивающий слияние оболочки 
вируса с мембраной клетки-мишени  –  вер-
нее, не сам белок, а соответствующий домен 
в составе S-белка SARS-CoV-2. Известно, что 
фузоген родственного коронавируса 2003  г., 
SARS-CoV-1, участвует не только в инфици-
ровании Т-клеток, но и в прямом ингибиро-
вании TCR-зависимого сигнала: анализ его 
первичной последовательности показал, что 
фузогенный домен S-белка SARS-CoV-1 ими-
тирует трансмембранный домен α-цепи TCR и 
может нарушать взаимодействия между цепями 
TCR-комплекса, препятствуя антиген-зависи-
мой сигнализации  – его специфическая им-
муносупрессивная активность подтверждена в 
эксперименте in vivo на модели коллаген-инду-
цированного артрита у мышей  [48]. Учитывая 
близкое сходство аминокислотной последо-
вательности фузогена SARS-CoV-2 с соответ-

ствующим белком SARS-CoV-1, а также с по-
следовательностью трансмембранного домена 
α-цепи TCR, высокая вероятность такого меха-
низма предполагается и для нового коронави-
руса, хотя это ещё нужно показать [49].

ИНФИЦИРОВАНИЕ Т-ЛИМФОЦИТОВ 
SARS-CoV-2 И ПАТОГЕНЕЗ COVID-19

Новая коронавирусная инфекция сопро-
вождается существенными изменениями в 
работе иммунной системы, и потенциаль-
ная способность SARS-CoV-2 инфицировать 
Т-лимфоциты может иметь прямое отноше-
ние к целому ряду феноменов, ассоцииро-
ванных с болезнью. Первый и наиболее оче-
видный  –  лимфопения, которая выявляется у 
большинства больных COVID-19  [50,  51] и ас-
социирована с тяжестью заболевания  [50,  51]. 
Инфицирование Т-клеток вирусом и индукция 
апоптоза в этих клетках вносит, по-видимому, 
существенный вклад в развитие лимфопении 
при COVID-19, а возможно, и является его ос-
новной причиной.

Функциональное истощение Т-лимфоци-
тов  –  также часто регистрируемая ситуация у 
больных COVID-19 [52, 53]. Это вариант Т-кле-
точной дисфункции, при котором кратковре-
менная гиперактивация Т-лимфоцита в ответ 
на антиген сменяется прогрессивным сниже-
нием пролиферативной активности, утратой 
эффекторных функций, экспрессией ингиби-
торных рецепторов, таких как PD-1 и CTLA, 
эпигенетическим и транскрипционным репро-
граммированием  [52,  53]. Частично за сниже-
ние функций Т-клеток при COVID-19 может 
быть ответственна их непродуктивная инфек-
ция SARS-CoV-2, а также неинфекционные 
механизмы регуляции вирусом Т-лимфоцитов, 
связанные с непосредственным взаимодей-
ствием вирусного S-белка с TCR и блокадой 
или искажением антиген-зависимого сигнала.

Третий феномен, ассоциированный с но-
вой коронавирусной инфекцией,  – это не-
контролируемая избыточная воспалительная 
реакция (цитокиновый шторм), которая явля-
ется одной из наиболее частых причин леталь-
ного исхода при COVID-19  [50,  51]. Как пра-
вило, гипервоспаление при данной патологии 
связывают с неадекватной активацией клеток 
неспецифической защиты  –  основных проду-
центов провоспалительных факторов в орга-
низме  [50, 51], однако клетки адаптивного им-

7*
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мунитета и, в частности Т-лимфоциты, должны 
играть непосредственную роль в этом процес-
се. В первую очередь речь идёт о субпопуляции 
регуляторных Т-клеток, Treg, которые в кон-
тексте данной работы заслуживают отдельного 
обсуждения.

SARS-CoV-2 и регуляторные Т-лимфоциты. 
Т-хелперная субпопуляция Treg играет ключе-
вую роль в поддержании аутотолерантности и 
иммунном гомеостазе: естественные Treg (natu-
ral Treg, nTreg) созревают в тимусе, и их основ-
ной задачей является подавление иммунного 
ответа на аутоантигены, а индуцибельные Treg 
(inducible Treg, iTreg) формируются на поздних 
стадиях любого иммунного ответа и призва-
ны ограничить избыточное воспаление, пред-
упреждая повреждение тканей продуктами ак-
тивированных иммунных клеток.

Целый ряд данных указывает на Treg, как 
на вероятную мишень SARS-CoV-2. Так, мо-
лекула CD147, альтернативный входной ре-
цептор для вируса, опосредующий инфи-
цирование первичных Т-лимфоцитов  [5], 

имеет повышенную экспрессию на мембране 
Treg, причём маркирует активированные клет-
ки (CD45R0+  Treg) с высокой супрессивной 
активностью  [54]. Уровень CD147 на мембра-
не Treg коррелирует с экспрессией главного 
транскрипционного фактора и маркёра данной 
субпопуляции, FoxP3 [54]. Более того, для под-
держания стабильной экспрессии FoxP3 регу-
ляторным клеткам необходим сигнал, который 
они получают как раз через CD147 при связы-
вании его c физиологическим лигандом CD98, 
экспрессируемым неиммунным окружени-
ем  [55]. Показано, что индуцибельные Treg с 
высокой экспрессией CD147 (CD147high  iTreg) 
эффективно подавляют воспалительный от-
вет в модели экспериментальных колитов у 
гуманизированных мышей, в отличие от ана-
логичных клеток с низкой экспрессией CD147 
(CD147low iTregs) [55].

Экспрессия двух других рецепторов SARS-
CoV-2, трансмембранного белка KREMEN1 и 
рецепторной тирозинкиназы AXL, также выяв-
лена в субпопуляции Treg  [9,  56], причём  AXL 

Потенциальные механизмы взаимодействия SARS-CoV-2 с регуляторными Т-лимфоцитами. Молекулы  CD147 и  AXL 
имеют высокую экспрессию на мембране Treg и вовлечены в их функционирование: сигналы, которые клетки получа-
ют при связывании этих молекул с эндогенными лигандами CD98/Gas6, необходимы для поддержания стабильной экс-
прессии ключевого транскрипционного фактора FoxP3 (а). Одновременно CD147 и AXL служат входными рецепторами 
SARS-CoV-2, причём встреча Treg с вирусом может приводить как к инфицированию клетки, так и к её неинфекционной 
регуляции (б): в первом случае клетка-мишень, как правило, подвергается апоптозу, тогда как при отсутствии инфициро-
вания вирус, связываясь с CD147/AXL, может конкурентно ингибировать взаимодействие этих рецепторов с эндогенны-
ми лигандами (CD98/Gas6), препятствуя таким образом стабилизации клеток и реализации их супрессорной активности. 
Подробные пояснения – в тексте статьи



Т-ЛИМФОЦИТЫ КАК МИШЕНИ ДЛЯ SARS-CoV-2 789

БИОХИМИЯ том 87 вып. 6 2022

играет в функционировании этих клеток, 
по-видимому, такую же роль, как и  CD147: её 
эндогенный лиганд Gas6 (Growth arrest-specifi c) 
дозозависмо повышает in  vivo и in  vitro экс-
прессию транскрипционного фактора FoxP3 
в CD4+CD25+  Tregs и усиливает супрессор-
ную активность регуляторных Т-клеток в от-
ношении эффекторных CD4+  T-лимфоцитов, 
причём действие  Gas6 in  vitro отменяется пол-
ностью или частично в случае нокдауна гена, 
кодирующего AXL или функциональной блока-
ды этого рецептора [56].

Вопрос об инфицировании Treg корона-
вирусом пока нигде не поднимался, но этот 
вариант весьма вероятен и требует проверки. 
Кроме того, даже при отсутствии инфицирова-
ния регуляторных Т-клеток SARS-CoV-2 может 
связываться с мембранными рецепторами этих 
клеток CD147/AXL и конкурентно ингибиро-
вать их взаимодействие с эндогенными лиган-
дами (CD98/Gas6), препятствуя таким образом 
стабилизации клеток и реализации их супрес-
сорной активности  (рисунок). Именно с пря-
мым действием вируса на регуляторные Т-клет-
ки может быть связано существенное снижение 
количества Treg в циркуляции у пациентов с тя-
жёлым течением COVID-19 [50, 57]. А посколь-
ку субпопуляция Treg играет ключевую роль в 
ограничении избыточного иммунного ответа, 
снижение численности и/или активности этих 
клеток должно вносить вклад в неконтролиру-
емую воспалительную реакцию (цитокиновый 
шторм), ассоциированную с тяжёлым течени-
ем COVID-19, а возможно, и играть ключевую 
роль в этом процессе. Кроме того, поражение 
Treg вирусом может иметь отношение к фе-
номену функционального истощения Т-лим-
фоцитов, препятствующему эффективному 
противовирусному ответу  [52]: именно с нару-
шением контроля со стороны  Treg может быть 
связана гиперактивация эффекторных Т-лим-
фоцитов, предшествующая их функционально-
му истощению [53].

Наконец, говоря о молекуле CD147, как о 
функциональном рецепторе для SARS-CoV-2, 
следует отметить, что она актуальна не только 
для Treg – данная молекула тесно связана с раз-
витием и функционированием Т-лимфоцитов 
в целом. Так, CD147 высоко экспрессирован 
на дубль-негативных тимоцитах и участвует в 
их экспансии  [58]. На  периферии CD147 регу-
лирует миграцию активированных Т-лимфо-
цитов  [59] и пролиферативный ответ на поли-
клональную стимуляцию  [60]. Как следствие, 

CD147-зависимое инфицирование может регу-
лировать Т-клеточное звено иммунитета как на 
этапе антигеннезависимой дифференцировки, 
так и при ответе Т-лимфоцита на антиген.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Первые исследования взаимодействия 
SARS-CoV-2 с Т-лимфоцитами показали, что 
вирус способен инфицировать Т-клетки и что 
АСЕ2, главный функциональный рецептор ви-
руса в неиммунных тканях, либо не участвует в 
этом процессе  [40], либо не выявляется на ви-
рус-позитивных Т-клетках  [5,  43]  –  на первый 
план в инфицировании Т-лимфоцитов выхо-
дят альтернативные рецепторы SARS-CoV-2, в 
первую очередь молекулы CD147 и AXL [5, 40]. 
Тем не менее вопрос об экспрессии  АСЕ2 не 
снимается с повестки: во-первых, несмотря 
на убедительное подтверждение присутствия 
в инфицированных Т-лимфоцитах вирусной 
РНК, вирусных белков и самих вирионов, уро-
вень инфицирования Т-клеток не сопоставим 
с таковым для традиционных тканей-мишеней 
вируса  [40], имеющих стабильную экспрес-
сию  АСЕ2; во-вторых, тот факт, что АСЕ2 от-
сутствует или слабо представлен на общей 
Т-клеточной популяции, не исключает экс-
прессии рецептора отдельными субпопуля-
циями Т-лимфоцитов. В  этом плане в первую 
очередь интерес представляют регуляторные 
Т-лимфоциты, провоспалительные Т-хелпер-
ные субпопуляции, а также вирус-специфич-
ные активированные CD4+/CD8+ Т-клетки, 
инфильтрирующие поражённые вирусом тка-
ни. Не случайно инфицированные SARS-CoV-2 
Т-клетки стабильно выявляются в тканях лёг-
ких или в бронхоальвеолярном лаваже больных 
COVID-19 – в очаге поражения под действием 
микроокружения репертуар вирусных рецепто-
ров и уровень их экспрессии могут меняться.

Кроме того, следует учитывать и возмож-
ность получения Т-лимфоцитами рецепто-
ров SARS-CoV-2, в частности АСЕ2, от других 
клеток с помощью экстраклеточных микрове-
зикул, для которых данная молекула является 
традиционным компонентом  [36]. Вполне ве-
роятно, что резидентные Т-клетки барьерных 
органов или вирус-специфичные Т-лимфоци-
ты, инфильтрирующие поражённые ткани, с 
помощью таких АСЕ2+-микровезикул получа-
ют главный функциональный рецептор SARS-
CoV-2 от традиционных мишеней вируса с вы-
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сокой экспрессией  АСЕ2, таких как лёгочный 
эпителий или эндотелий сосудов, приобретая 
таким образом чувствительность к вирусу. Это 
в том случае, если микровезикулы секретиру-
ются неинфицированными клетками. Если же 
клетка, секретирующая АСЕ2+-микровезику-
лы, вирус-позитивна, что очень вероятно для 
очага поражения, к рецепторам для вируса до-
бавляется и сам вирусный материал: показано, 
что микровезикулы, формируемые SARS-CoV-
2-инфицированными клетками, содержат РНК 
вируса [61] и могут участвовать в распростране-
нии инфекции.

В этой связи важно заметить, что и сами 
Т-лимфоциты в случае инфицирования мо-
гут участвовать в распространении вируса  – 
Pontelli  et  al.  [42] отводит Т-клетке в данной 
ситуации роль «Троянского коня». Действи-

тельно, исходя из имеющихся на настоящий 
момент данных, уровень инфицирования 
Т-лимфоцитов новым коронавирусом невы-
сок, продуктивность инфекции пока не под-
тверждена  – возможно, вирус, проникая в 
Т-клетки, делает ставку в первую очередь на 
регуляцию активности этих клеток и/или на их 
транспортные функции.

Финансирование. Исследование выполнено 
в рамках государственного задания (тема госре-
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T LYMPHOCYTES AS TARGETS FOR SARS-CoV-2

Review

E. M. Kuklina
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Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
614081 Perm, Russia; e-mail: ibis_07@iegm.ru

Despite numerous data on the absence or weak expression of the main functional receptor of SARS-CoV-2 
angiotensin I-converting enzyme 2 (ACE2) by T cells, recent data demonstrate the ability of a new coronavirus 
to eff ectively infect T lymphocytes. The review is devoted to the analysis of these works: it considers alterna-
tive (ACE2-independent) pathways of cell infection, identifi es T  cell subpopulations that serve as the most 
likely targets of SARS-CoV-2, and discusses the format of virus-cell interaction, including both infectious and 
non-infectious mechanisms of T lymphocyte regulation, and also evaluates the role of virus-dependent damage 
of T lymphocytes in the pathogenesis of COVID-19. Particular attention is paid to regulatory T cells as potential 
targets of SARS-CoV-2, as well as the possible involvement of exosomes in the regulation of sensitivity to the 
virus of T lymphocytes present in peripheral tissues.
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Принятые сокращения: 7mGua – 7-метилгуанин; 8h7mGua – 8-гидрокси-7-метилгуанин; АП-сайт – апуриновый/
апиримидиновый сайт; APE1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1; PAR – поли(ADP-рибоза); PARP1 – по-
ли(ADP-рибозо)полимераза 1; Polβ – ДНК-полимераза β; TDP1 – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1; TGT – тРНК-гуа-
нинтрансгликозилаза.

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

7-Метилгуанин (7mGua) и 8-гидрок-
си-7-метилгуанин (8h7mGua, рис. 1) являются 
метаболитами нуклеиновых кислот и в малом 

количестве содержатся в моче человека [1–6]. 
В матричной РНК метилированию подвержен 
гуанозин в составе 5′-концевой кэп-структу-
ры. Данная модификация РНК важна для ре-
гуляции экспрессии генов и осуществляется 
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Ранее нами было обнаружено, что образующийся в организме метаболит нуклеиновых кислот 7-ме-
тилгуанин (7mGua) способен оказывать ингибиторное действие на фермент поли(ADP-рибозо)-
полимеразу 1 (PARP1) – важную фармакологичекую мишень в противораковой терапии. В данной ра-
боте с использованием оригинального метода анализа активности PARP1, основанного на измерении 
анизотропии флуоресценции, исследованы ингибиторные свойства 7mGua, а также его метаболита – 
8-гидрокси-7-метилгуанина (8h7mGua). Показано, что оба соединения дозозависимо подавляют 
ферментативную активность PARP1, однако 8h7mGua является более сильным ингибитором. Значе-
ния IC

50
 для 8h7mGua при разных концентрациях субстрата NAD+ оказались в среднем в 4 раза ниже, 

чем для 7mGua. Более эффективное связывание 8h7mGua в активном центре PARP1 объясняется на-
личием дополнительной водородной связи с каталитическим остатком Glu988. Экспериментальные 
и вычислительные исследования не выявили влияния 7mGua и 8h7mGua на активность других фер-
ментов репарации ДНК, что говорит о селективности их ингибиторного действия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поли(ADP-рибозо)полимераза  1, репарация ДНК, ингибитор, 7-метилгуанин, 
8-гидрокси-7-метилгуанин.
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ферментативно [7–9]. В ДНК гуанозин моди-
фицируется под воздействием различных экзо-
генных и эндогенных метилирующих агентов, и 
с возрастом число таких аддуктов увеличивает-
ся [10–12]. При этом следует отметить, что сво-
бодное основание 7mGua не вовлечено в син-
тез нуклеотидов и не способно встраиваться 
в ДНК [13–15]. Некоторое количество 7mGua 
превращается в 8h7mGua под действием ксан-
тиноксидазы или деметилируется [3, 16, 17]. 
Так, после внутривенного введения здоровому 
добровольцу 5 мг 7mGua, меченного изотопом 
15N, содержание [15N]7mGua и [15N]8h7mGua в 
суточной моче составило 48% и 16% от количе-
ства введенного вещества соответственно [16].

В процессе компьютерного скрининга 
ингибиторов поли(ADP-рибозо)полимера-
зы  1 (PARP1), предпринятого нашей группой, 
была обнаружена потенциальная способность 
7mGua связываться с ферментом и взаимодей-
ствовать с ключевыми остатками активного 
центра Gly863 и Tyr907 [18]. Предварительное 
исследование подтвердило ингибиторное дей-
ствие 7mGua в отношении рекомбинантной 
PARP1 человека [19]. PARP1 активируется в 
клетке под воздействием различных стрессовых 
факторов и осуществляет синтез поли(ADP-ри-
бозы) (PAR), используя в качестве субстрата 
NAD+ [20–22]. Химиотерапия онкологических 
заболеваний зачастую основана на примене-
нии ДНК-повреждающих агентов. Активация 
фермента PARP1 на образовавшихся разрывах 
ДНК и синтезируемый им сигнальный полимер 
PAR привлекает белки репарации ДНК в об-
ласть повреждения, что приводит к снижению 
эффективности действия препаратов [23–26]. 
В случае патологий сердечно-сосудистой, нерв-
ной, иммунной и дыхательной систем также 
наблюдается активация PARP1, приводящая к 
истощению запаса NAD+ и запуску механизмов 
клеточной гибели [27–29].

Разработка ингибиторов PARP1 является 
приоритетным направлением в медицинской 
химии и фармакологии. В последнее время для 
лечения онкологических заболеваний были 
одобрены синтетические ингибиторы олапа-
риб, рукапариб и нирапариб [30–32]. К сожа-
лению, широкое использование данных сое-
динений затруднено ввиду вызываемых ими 
серьезных побочных эффектов, в частности, 
развития у некоторых пациентов миелодиспла-
стического синдрома [33–35]. Природные сое-
динения, такие как 7mGua и его производные, 
могут иметь более благоприятный токсиколо-
гический профиль по сравнению с синтетиче-
скими ингибиторами PARP1, что подтвержда-
ется данными QSAR-моделирования свойств 
7mGua [18]. Следует отметить, что 7mGua яв-
ляется также известным ингибитором тРНК-
гуа нинтрансгликозилазы (TGT), катализирую-
щей замену гуанина на кьюин в тРНК [36, 37]. 
Недавно было показано, что при недостатке 
TGT существенно снижается пролиферация и 
миграция опухолевых клеток [38]. Ингибитор-
ное действие 7mGua в отношении нескольких 
молекулярных мишеней, PARP1 и TGT, может 
представлять интерес с точки зрения полифар-
макологии [39, 40].

В представленной работе проведен подроб-
ный анализ ингибиторного действия 7mGua и 
его метаболита 8h7mGua в отношении PARP1 с 
использованием разработанного ранее метода 
определения ферментативной активности, ос-
нованного на детекции анизотропии флуорес-
ценции [41]. Для доказательства селективности 
7mGua и 8h7mGua по отношению к PARP1 
было также исследовано их влияние на фер-
ментативную активность ряда других белков 
репарации ДНК  –  апуриновую/апиримиди-
новую эндонуклеазу  1 (APE1), ДНК-полиме-
разу β (Polβ) и тирозил-ДНК-фосфодиэстера-
зу 1 (TDP1).

Рис. 1. Химические структуры природных азотистых оснований 7mGua и 8h7mGua
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 7mGua, приобре-
тенный в «Sigma-Aldrich» (США, каталожный 
номер 67073). Синтез 8h7mGua осуществили 
согласно схеме, представленной на рис.  2, с 
использованием ранее опубликованных мето-
дик [42, 43]. Более подробное описание дано в 
Приложении.

Бакуловирус, несущий кДНК PARP1 че-
ловека, был любезно предоставлен д-ром 
В. Шрайбер (École Supérieure de Biotechnologie 
de Strasbourg, Франция). Рекомбинантный бе-
лок PARP1 экспрессировали в суспензионной 
культуре клеток насекомых Sf9 и выделяли со-
гласно ранее описанной методике [44]. Для ак-
тивации PARP1 использовали ДНК-дуплекс, 
образованный олигонуклеотидами 5′-GGAA-
GACCCTGACGTTCCCAACTTTATCGCC-
FAM-3′ (содержит флуорофор FAM на 
3′-конце), 5′-GGCGATAAAGTTGGG-3′ и 
5′-p-AACGTCAGGGTCTTCC-3′ (содержит 
5′-концевой фосфат). Данный ДНК-дуплекс 
представляет собой модель поврежденной ДНК.

Для оценки активности PARP1 исполь-
зовали методику, основанную на измерении 
анизотропии флуоресценции ДНК [41]. Ре-
акционная смесь содержала буфер (50  мМ 
NaCl, 50  мМ Tris-HCl, рН  8,0, 5  мМ DTT, 
5  мМ MgCl

2
), 100 нМ меченый ДНК-дуплекс, 

200 нМ PARP1, а также исследуемое вещество в 
определенной концентрации. Реакцию иници-

ировали добавлением раствора NAD+. Изме-
рение флуоресценции проводили при 25  °С в 
режиме кинетического анализа на планшетном 
флуориметре CLARIOstar («BMG Labtech», 
Германия), длина волны возбуждения состав-
ляла 482 нм, эмиссии – 530 нм. Длительность и 
число циклов определяли индивидуально в за-
висимости от количества сканируемых лунок. 
В типичном эксперименте длительность изме-
рения флуоресценции составляла 30–40  мин, 
интервалы между двумя последовательными 
измерениями – 30–40 с. Анизотропию рассчи-
тывали по формуле:

A = (I
‖
 – I⊥)/(I

‖
 + 2I⊥),  (1)

где I
‖
 и I⊥  –  интенсивность флуоресцентного 

света, поляризованного в двух взаимно пер-
пендикулярных плоскостях.

Изучение влияния 7mGua и 8h7mGua на 
активность ферментов репарации APE1, Polβ и 
TDP1 проводили с использованием ранее опу-
бликованных методик [45–47], более подроб-
ное описание дано в Приложении.

Докинг молекул 7mGua и 8h7mGua в ак-
тивный центр модели PARP1, полученной в 
предыдущей работе [18], осуществляли с по-
мощью программы Lead Finder  1708 в режи-
ме «extra precision» [48,  49]. Для визуализации 
полученных структур использовали програм-
му VMD  1.9 [50]. Прогнозирование спектра 
биологической активности 7mGua и 8h7mGua 
выполнили с помощью компьютерной про-

Рис. 2. Схема синтеза 8h7mGua. В качестве исходного соединения использовали теобромин
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граммы PASS  2020 [51]. Данная программа 
способна предсказывать механизм действия 
органических соединений на основе анализа 
взаимосвязей «структура-активность» для обу-
чающей выборки, содержащей информацию о 
структуре и активности более 1,3 млн биологи-
чески активных соединений, со средней точ-
ностью около 97%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования влияния 7mGua и 
8h7mGua на активность PARP1 использова-
ли ранее разработанную тест-систему, в ос-
нове которой лежит измерение анизотропии 
флуоресценции меченого ДНК-дуплекса, с 
которым связывается PARP1 [41]; при этом в 
методику были внесены некоторые дополне-
ния, касающиеся алгоритма расчета началь-
ной скорости реакции. Уровень анизотропии 
отражает размер комплекса, в состав которого 
включён флуорофор. Анизотропия свободного 
ДНК-дуплекса минимальна, так как он являет-
ся небольшой легко вращающейся молекулой. 
При образовании комплекса PARP1–ДНК 
наблюдается существенное повышение ани-
зотропии флуоресценции вследствие ограни-
чения подвижности флуорофора. При внесе-
нии в реакционную смесь NAD+ происходит 
запуск реакции автомодификации PARP1. 
Наращивание отрицательно заряженного по-
лимера PAR, присоединенного к PARP1, при-
водит к снижению степени ассоциации PARP1 
с ДНК-дуплексом, и следовательно – к посте-
пенному снижению анизотропии (рис. 3).

При расчете начальной скорости реак-
ции делали допущение, что, по крайней мере 
в начальный период времени, изменение 
анизотропии линейно зависит от концен-
трации каталитически активного комплекса 
PARP1–ДНК, и что диссоциированная форма 
PARP1 каталитически неактивна. Кинетиче-
ские данные анизотропия-время аппрокси-
мировались уравнением биэкспоненциально 
убывающей зависимости:

A = A
∞

 + a·e−b·t + c·e−d·t,  (2)

где t – время; a, b, c, d – коэффициенты урав-
нения; A∞  –  расчетное значение анизотропии 
при t →∞. Применение более простого уравне-
ния экспоненциально убывающей зависимости 
давало худший результат (таблица S1 в Прило-
жении).

Полученные коэффициенты a, b, c и d ис-
пользовали для расчета начальной скорости ре-
акции по формуле:

V = R·(a·b + c·d)/(A
0
 – A

∞
),  (3)

где A
0
  –  расчетное значение анизотропии 

при t = 0.
Поскольку A

0
 = A

∞
 + a + c, уравнение скоро-

сти реакции приобретает вид: 

V = R·(a·b + c·d)/(a + c),  (4)

где R – коэффициент для получения значений 
скорости с классической размерностью М/мин:

R = [NAD+]
0
 при [NAD+]

0
/[E] ≤ n,  (5)

R = n·[E] при [NAD+]
0
/[E] > n,  (6)

где [NAD+]
0
 – начальная концентрация NAD+, 

[E]  –  концентрация PARP1, n  –  эксперимен-
тально установленное минимальное значе-
ние соотношения [NAD+]

0
/[E], при котором 

достигается полная диссоциация комплекса 
PARP1–ДНК, что выражается в увеличении 
А

0
 − A

∞
 (или a + с) до максимального значения. 

Анализ зависимости (a + c) от концентрации 
NAD+ при постоянной концентрации PARP1 
позволил установить, что среднее значение  n 
равняется 210. По-видимому, это значение 
соответствует критическому числу остатков 
ADP-рибозы в молекуле автомодифицирован-
ной PARP1, которая полностью утрачивает спо-
собность связываться с ДНК-дуплексом.

Для расчета IC
50

 (концентрация ингибито-
ра, при которой начальная скорость реакции 
снижается на 50%) определяли значения ско-
рости реакции при разных концентрациях по-
тенциального ингибитора, а затем полученные 
экспериментальные данные аппроксимировали 
двухпараметрическим уравнением логистиче-
ской кривой:

Vi/V = 1/(1+([I]/IC
50

)h),  (7)

где Vi – начальная скорость реакции в присут-
ствии тестируемого ингибитора, V – скорость 
реакции без ингибитора; [I]  –  концентра-
ция ингибитора; h  –  коэффициент коопера-
тивности.

Оказалось, что 8h7mGua, подобно метабо-
лическому предшественнику 7mGua, оказывает 
выраженное ингибиторное действие на фер-
ментативную активность PARP1 (рис.  4). Оба 
соединения дозозависимым образом подавляют 
активность PARP1 при концентрациях NAD+ 
10–100 мкМ, но при этом 8h7mGua является бо-
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лее сильным ингибитором (рис. 4 и рис. S1, S2 
в Приложении). Об этом свидетельствуют более 
низкие значения IC

50
 при всех рассмотренных 

концентрациях NAD+ (таблица). Величина IC
50

 
7mGua и 8h7mGua прямо пропорционально 

зависит от концентрации субстрата NAD+, что 
указывает на конкурентный характер их дей-
ствия. Приблизительная концентрация NAD+ в 
ядре клетки составляет 100 мкМ [52]. При такой 
концентрации субстрата полученные нами зна-

Рис. 4. Влияние 7mGua (а) и 8h7mGua (б) на начальную скорость реакции, катализируемой PARP1, при разных концен-
трациях субстрата NAD+

Рис. 3. Анализ скорости реакции, катализируемой PARP1, путем измерения анизотропии флуоресценции
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чения IC
50

 для 7mGua и 8h7mGua составили 78 
и 11 мкМ соответственно.

Для выяснения молекулярного механизма 
действия 7mGua и 8h7mGua были сконструи-
рованы модели комплексов с PARP1. В случае 
7mGua наблюдали ранее охарактеризованные 
взаимодействия с остатками активного центра: 
водородные связи с Gly863 и Ser904, гидро-
фобный контакт с Ala898 и π-стэкинг с Tyr907 
(рис.  5,  а) [18, 19]. В  случае 8h7mGua наблю-
дали вышеперечисленные взаимодействия, а 
также дополнительный контакт с каталитиче-

ским остатком Glu988. Гидроксильная группа 
8h7mGua ориентируется в сторону боковой 
цепи Glu988 и способна формировать водород-
ную связь (рис. 5, б), что может обусловливать 
более эффективное ингибирование по сравне-
нию с 7mGua.

Способность 7mGua и 8h7mGua ингиби-
ровать другие белки репарации ДНК была ис-
следована на примерах APE1, Polβ (ферменты 
эксцизионной репарации оснований) и TDP1 
(фермент, отщепляющий от ДНК 3′-аддукты). 
APE1 расщепляет сахарофосфатный остов 
апуринового/апиримидинового (АП) сайта 
[53,  54]. В качестве субстрата APE1 исполь-
зовали радиоактивно меченый ДНК-дуплекс 
длиной 31 н.о., содержащий АП-сайт в положе-
нии 12. Продукт расщепления данного субстра-
та длиной 11 н.о. можно детектировать на элек-
трофореграмме (рис.  6,  а). Polβ катализирует 
удаление 5′-концевого dRP-фрагмента, возни-
кающего в результате расщепления АП-сайта 
ферментом APE1, и дальнейшее встраивание 
комплементарного матрице остатка для запол-
нения образовавшейся бреши [55, 56]. В каче-
стве субстрата Polβ использовали ДНК-дуплекс 
с расщепленным АП-сайтом, продуктом ре-

Расчетные значения IC
50

 для ингибиторного действия 
7mGua и 8h7mGua в отношении PARP1 при разных кон-
центрациях NAD+

[NAD+]
0
, 

мкМ

IC
50

, мкМ

7mGua 8h7mGua

10 8,0 ± 0,3* 3,6 ± 0,3

30 23,1 ± 3,1 7,3 ± 0,6

50 29,4 ± 4,2 7,6 ± 0,5

100 78,1 ± 14,1 11,0 ± 1,1

Примечание. * Данные представлены в виде среднего 
значения ± ошибки среднего.

Рис. 5. Позиции ингибиторов 7mGua (а) и 8h7mGua (б) в активном центре PARP1, полученные методом молекулярного 
докинга. Гидроксильная группа 8h7mGua направлена в сторону боковой цепи Glu988, что делает возможным формиро-
вание дополнительной водор одной связи
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акции являлся олигонуклеотид длиной 12  н.о. 
(рис. 6, б). TDP1 отщепляет 3′-аддукты различ-
ного происхождения, восстанавливая таким 
образом структуру ДНК [57,  58]. В качестве 
субстрата TDP1 использовали олигонуклео-
тид, содержащий флуо рофор на 5′-конце и ту-
шитель флуоресценции на 3′-конце [47]. Отще-
пление тушителя с помощью TDP1 приводит 
к возгоранию флуоресценции, которое можно 
регистрировать в реальном времени (рис. 6, в). 
В результате было показано отсутствие инги-
биторного эффекта 7mGua и 8h7mGua в отно-
шении APE1, Polβ и TDP1 в широком интерва-
ле концентраций.

Согласно полученным результатам, 7mGua 
и 8h7mGua ингибируют PARP1 и не влияют 
на активность ряда других белков репарации 
ДНК, что указывает на селективность их дей-
ствия. Для подкрепления данного вывода было 
осуществлено предсказание возможной актив-
ности 7mGua и 8h7mGua в отношении более 
широкого набора молекулярных мишеней с по-
мощью программы PASS. В результате анализа 
списка видов активности, для которых оценка 
вероятности Pa составила более 0,6, не было 
обнаружено APE1, Polβ, TDP1 и других белков 
репарации ДНК. В то же время предсказыва-
ется наличие активности в отношении TGT – 
известной дополнительной мишени 7mGua 
(Pa = 0,685; вопрос ингибирования TGT более 
подробно рассмотрен во Введении), а также 
некоторых ферментов метаболизма бактерий.

Таким образом, использование методи-
ки, основанной на измерении анизотропии 
флуо ресценции, позволило охарактеризовать 
и сравнить ингибиторные свойства 7mGua и 
его метаболита 8h7mGua в отношении ре-
комбинантной PARP1 человека. Показано, 
что оба соединения подавляют активность 
PARP1, но при этом 8h7mGua обладает более 
выраженным ингибиторным эффектом. Это 
обусловлено дополнительным взаимодей-
ствием 8h7mGua с каталитическим остатком 
Glu988. Также показано отсутствие влияния 
7mGua и 8h7mGua на активность других фер-
ментов сис темы р епарации ДНК (APE1, Polβ, 
TDP1), что свидетельствует о селективности 
их действия. Поскольку PARP1 является до-
казанной терапевтической мишенью для ле-
чения различных заболеваний, подавление 
ее активности с помощью природных соеди-
нений 7mGua и 8h7mGua может представлять 
значительный интерес. В дальнейших экспе-
риментах in  vitro и in  vivo следует учитывать, 
что молекула 7mGua обладает свойствами 
пролекарства, превращаясь в организме в бо-
лее активный метаболит – 8h7mGua.

Вклад авторов. Д.К.  Нилов —  концеп-
ция и руководство работой; Т.А.  Кургина, 
С.И.  Шрам, М.М.  Кутузов, Т.В.  Абрамова, 
Т.А.  Щербакова, Е.А.  Мальцева, В.В.  По-
ройков и Д.К. Нилов – проведение экспери-

Рис. 6. Проверка влияния 7mGua и 8h7mGua на активность ряда ферментов репарации ДНК. а – Электрофореграм-
ма, отражающая активность АPE1; 1:  ДНК-субстрат (31  н.о.), 2:  ДНК+APE1, 3–6:  ДНК+APE1+7mGua (33, 75, 150, 
300 мкМ), 7–10: ДНК+APE1+8h7mGua (33, 75, 150, 300 мкМ). б – Электрофореграмма, отражающая активность Polβ; 
1: ДНК-субстрат (11 н.о.), 2: ДНК+Polβ, 3–6: ДНК+Polβ+7mGua (33, 75, 150, 300 мкМ), 7–10: ДНК+Polβ+8h7mGua (3, 
75, 150, 300 мкМ). в – Активность TDP1 при возрастающей концентрации исследуемых соединений
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мова и Д.К.  Нилов  –  написание текста; 
О.И.  Лаврик и В.К.  Швядас  –  обсуждение 
результатов исследования и редактирование 
текста статьи.

Финансирование. Исследование выполнено 
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бот. Выделение и очистка ферментов APE1 и 
Polβ выполнены при поддержке РФФИ (грант 
№  20-34-90095). Компьютерное прогнозиро-
вание биологической активности выполнено 
в рамках Программы фундаментальных науч-
ных исследований в Российской Федерации 
на долгосрочный период (2021–2030 годы) 
(№ 122030100170-5).

Конфликт интересов. Д.К.  Нилов и 
В.К.  Швядас являются авторами патента на 
использование 7mGua для подавления фер-
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объектов.
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INHIBITORY EFFECTS OF 7-METHYLGUANINE 
AND ITS METABOLITE 8-HYDROXY-7-METHYLGUANINE 

ON HUMAN POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 1

T. A. Kurgina1#, S. I. Shram2#, M. M. Kutuzov1, T. V. Abramova1, T. A. Shcherbakova3, 
E. A. Maltseva1, V. V. Poroikov4, O. I. Lavrik1,5, V. K. Švedas6,7, and D. K. Nilov3*

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch,
630090 Novosibirsk, Russia

2 Institute of Molecular Genetics, National Research Centre “Kurchatov Institute”,
123182 Moscow, Russia

3 Lomonosov Moscow State University, Belozersky Institute of Physicochemical Biology, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: nilovdm@gmail.com

4 Institute of Biomedical Chemistry, 119121 Moscow, Russia
5 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

6 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, 
119991 Moscow, Russia

7 Lomonosov Moscow State University, Research Computing Center, 
119991 Moscow, Russia

Previously, we have found that a nucleic acid metabolite 7-methylguanine (7mGua) produced in the body 
can have an inhibitory eff ect on the poly(ADP-ribose) polymerase  1 (PARP1) enzyme, an important 
pharmacological target in anticancer therapy. In this work, using an original method of analysis of PARP1 
activity based on the measurement of fl uorescence anisotropy, we studied the inhibitory properties of 7mGua 
and its metabolite, 8-hydroxy-7-methylguanine (8h7mGua). Both compounds dose-dependently inhibited 
the PARP1 enzymatic activity, however, 8h7mGua was shown to be a stronger inhibitor. The IC

50
 values for 

8h7mGua at diff erent concentrations of the NAD+ substrate were found to be 4 times lower, on average, than 
those for 7mGua. The more effi  cient binding of 8h7mGua in the PARP1 active site is explained by the presence 
of an additional hydrogen bond with the Glu988 catalytic residue. Experimental and computational studies 
did not reveal the eff ect of 7mGua and 8h7mGua on the activity of other DNA repair enzymes, indicating the 
selectivity of their inhibitory action.

Keywords: poly(ADP-ribose) polymerase, DNA repair, inhibitor, 7-methylguanine, 8-hydroxy-7-methylguanine
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Принятые сокращения: ИЛ – интерлейкин; ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухолей; MAPK – ми-
тоген-активируемая протеинкиназа; MD-2  –  фактор миелоидной дифференцировки  2; MEK1/2  –  киназа мито-
ген-активируемой протеинкиназы  двойной специфичности  1/2; MyD88  –  фактор миелоидной дифференцировки  88; 
PBMC – мононуклеарные клетки периферической крови; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; rDer p 2 – рекомбинантный 
белок-аллерген из клеща Dermatophagoides pteronyssinus; TLR – толл-подобный рецептор.

* Адресат для корреспонденции.

УДК 571.27; 612.112.3.0.062;612.112.91

УЧАСТИЕ MAPK И PI3K В РЕГУЛЯЦИИ СЕКРЕЦИИ 
ЦИТОКИНОВ МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ В ОТВЕТ НА КОМБИНАЦИЮ 
ЛПС Escherichia coli и rDer p 2
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Поиск эффективных подходов к терапии острых воспалений, вызванных сочетанием аллергенов 
и  инфекционных агентов, является важной задачей мирового здравоохранения. Клещи домашней 
пыли Dermatophagoides pteronyssinus  –  источник аллергенов групп Der  p и переносчик бактери -
альных соединений, в частности, липополисахаридов (ЛПС). ЛПС и Der p 2 вызывают секрецию 
провоспалительных цитокинов с участием киназ p38 MAPK, MEK 1/2 и PI3K. Участие указанных ки-
наз в регуляции ответа клеток на комбинацию ЛПС и Der p 2 недостаточно исследовано. Мы оценивали 
влияние ингибирования киназ (p38 MAPK, MEK 1/2 и PI3K) на синтез цитокинов (ФНО, ИЛ-8 и 
ИЛ-6) при активации мононуклеарных клеток периферической крови (PBMC) здоровых добровольцев 
ЛПС E. coli и rDer p 2. Нами была выявлена зависимость вклада киназ в регуляцию ответа клеток от 
природы агента (rDer p 2 и/или ЛПС). Мы обнаружили, что p38 MAPK играет ключевую роль в син-
тезе ФНО PBMC в ответ на комбинацию ЛПС и rDer p 2. MEK 1/2-зависимый сигнальный путь явля-
ется основным для синтеза ФНО и ИЛ-8 в ответ на ЛПС и rDer p 2. PI3K-зависимая передача сигна-
лов негативно регулирует продукцию ФНО во время активации клеток rDer p 2, но не участвует в 
ответе на комбинацию ЛПС и rDer p 2. PI3K-зависимая передача сигналов в регуляции синтеза цито-
кинов PBMC наиболее выражена в ответ на их активацию rDer p 2. Понимание особенностей ответов 
иммунных клеток на комбинации воспалительных агентов облегчит поиск новых внутриклеточных 
мишеней в противовоспалительной терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: PBMC, p38 MAPK, MEK 1/2, PI3K, Der p 2, липополисахариды, цитокины.
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ВВЕДЕНИЕ

Клещи домашней пыли являются одним из 
наиболее распространённых источников ал-
лергенов. В ряде регионов аллергены клещей 
домашней пыли Dermatophagoides pteronyssinus 
приводят к возникновению ~50% зарегистри-
рованных случаев аллергической астмы [1]. 

D. pteronyssinus являются источником более двух 
десятков белков с аллергическими свойства-
ми, различающихся по механизму действия. 
Основными группами белков-аллергенов кле-
щей являются протеазы и липид-связывающие 
белки, которые могут облегчать перенос про-
воспалительных агентов микробной природы 
к иммунным клеткам [2]. Аллергены с протео-
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литической активностью вызывают воспаление 
путём двух механизмов. Первый механизм  – 
протеолитическое нарушение целостности 
эпителиального барьера альвеол, приводящее к 
усилению сенсибилизации другими аллергена-
ми. Второй механизм – непротеолитическая ак-
тивация провоспалительного ответа клеток [3]. 
Домашняя пыль, естественная среда обитания 
указанных клещей, содержит большое количе-
ство грибков и бактерий, являющихся источни-
ком β-глюканов и липополисахаридов (ЛПС) 
соответственно. Указанные соединения спо-
собны активировать врожденную иммунную 
систему. Их активность может быть усилена за 
счёт переноса белками-аллергенами [4–6]. Од-
ним из ключевых аллергенов из D. pteronyssinus 
является белок Der p 2 [7].

Классическим механизмом сенсибилиза-
ции к аллергенам из D.  pteronyssinus является 
избыточная активация CD4+ Th2-лимфоцитов, 
секретирующих ИЛ-4, ИЛ-5 и ИЛ-13. Указан-
ные цитокины активируют синтез IgE, запу-
скают воспалительные ответы эозинофилов, 
нейтрофилов и макрофагов в лёгких [8]. Аллер-
гены из D.  pteronyssinus, кроме Th2-зависимо-
го ответа, могут вызывать TLR2/4-зависимый 
(толл-подобный рецептор, TLR) воспалитель-
ный ответ альвеолярных макрофагов [9].

Активация иммунных клеток белком 
Der p 2 может происходить по TLR4-зависимо-
му и TLR4-независимому механизмам [7, 10]. 
К TLR4-независимой активации можно отне-
сти Th2-зависимый клеточный ответ на Der p 2, 
описанный выше [10]. В качестве альтерна-
тивных мишеней могут выступать TLR2 и дру-
гие молекулы [11]. TLR4-зависимый механизм 
реализуется за счёт того, что аллерген клеща 
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 2) является 
миметиком корецептора TLR4, фактора миело-
идной дифференцировки  2 (MD-2) [5, 12–14]. 
Der p 2 способен активировать передачу сиг-
нала внутрь клетки в отсутствие ЛПС, а также 
усиливать ЛПС-индуцированные TLR4-зави-
симые ответы [15]. Der p 2 также способен акти-
вировать экспрессию MD-2 в мононуклеарных 
клетках периферической крови (PBMC), тем 
самым усиливая провоспалительные эффекты 
ЛПС [13]. Благодаря функциональной гомоло-
гии с MD-2, Der p 2 обеспечивает ЛПС-опосре-
дованную активацию TLR4 в отсутствие MD-2 
и облегчает ее в присутствии MD-2. Помимо 
активации врожденного иммунитета, Der p 2 
взаимодействует с В-лимфоцитами, вовлекая в 
ответ адаптивный иммунитет [14]. В литературе 

описана способность аллергена Der p 2 активи-
ровать фосфорилирование киназ p38  MAPK, 
MEK1/2 и PI3K в клетках легких и иммунных 
клетках человека [14, 16–19]. Активация даль-
нейших сигнальных событий приводит к син-
тезу и высвобождению клетками про- и про-
тивовоспалительных цитокинов ФНО, ИЛ-1β, 
ИЛ-6, ИЛ-8, CXCL10 и других [14, 19]. ЛПС 
также вызывает передачу сигнала по сигналь-
ным путям PI3K/Akt, ERK, JNK и p38  MAPK, 
регулирующих секрецию провоспалительных 
цитокинов ФНО, ИЛ-1β и ИЛ-6 [20, 21].

Как было сказано выше, аллергены домаш-
ней пыли могут включать в себя не только белки 
самих клещей, но и микробные продукты, мо-
дулирующие воспалительных процесс. Таким 
образом, для обеспечения адекватных подходов 
к терапии аллергии на домашнюю пыль необхо-
димо исследовать совместные эффекты аллер-
гена Der p 2 и микробных агентов, в частности, 
ЛПС, на активацию иммунных клеток. Кроме 
того, существует проблема возникновения ин-
фекции на фоне аллергического воспаления, 
например, при бронхиальной астме [21]. Пони-
мание особенностей действия агентов аллерги-
ческой природы и соединений бактериальной 
природы позволит эффективнее купировать 
последствия аллергических патологий, совме-
щённых с инфекционными процессами. Ранее 
мы обнаружили явление усиления ЛПС-ин-
дуцированной секреции цитокинов клетка-
ми крови человека в присутствии аллергенов 
из D.  pteronyssinus [22]. Мы предположили, что 
при ответе иммунных клеток на комбинацию 
агентов возможно изменение вкладов внутри-
клеточных сигнальных молекул, например, ки-
наз р38 MAPK, MEK1/2 и PI3K. При анализе 
литературы мы не нашли работ, посвященных 
исследованию вклада киназ в совместную акти-
вацию изолированных иммунных клеток ЛПС 
и Der p 2.

Исходя из вышесказанного, целью насто-
ящей работы была оценка вклада ключевых 
киназ р38 MAPK, MEK1/2 и PI3K в ответ мо-
нонуклеарных клеток периферической крови 
человека на комбинацию аллергена клещей до-
машней пыли Der p 2 и ЛПС. Воспалительные 
реакции на ЛПС, в том числе «цитокиновый 
шторм», начинаются в течение первых 24 ч [23], 
поэтому настоящее исследование было сосре-
доточено на относительно быстрых клеточных 
ответах на аллерген и/или ЛПС в течение пер-
вых 16  ч активации. Полученные результаты в 
будущем позволят выявить возможные общие 
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точки блокирования воспаления, вызванного 
сочетанием аллергенов и микробных агентов. 
Мы исследовали вклад р38 MAPK, MEK1/2 и 
PI3K в активацию синтеза провоспалительных 
цитокинов ФНО, ИЛ-6 и ИЛ-8 PBMC, инду-
цированного ЛПС из Escherichia coli O55:B5, 
рекомбинантным белком rDer p 2 и их комби-
нацией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В исследовании были исполь-
зованы S-гликоформа ЛПС E.  coli O55:B5 
(«Sigma-Aldrich», США); рекомбинант-
ный белок-аллерген клеща домашней пыли 
D. pteronyssinus rDer p 2, полученный в дрожже-
вой культуре с целью исключения загрязнения 
образца ЛПС («MyBioSource», США); среда 
RPMI  1640 (25  мМ HEPES, NaHCO

3
, L-глута-

мин) («Sigma-Aldrich»), SB 203580 ингибитор 
р38  MAPK («Sigma-Aldrich»), PD  098059 ин-
гибитор MAPKK (MEK1 и MEK2) («Sigma-
Aldrich»), ингибитор PI3K вортманнин 
(«Sigma-Aldrich»), иммуноферментные тест-
системы для определения ИЛ-6, ФНО, ИЛ-8 
(АО «ВЕКТОР-БЕСТ», РФ).

Изоляция PBMC. Эксперименты выполня-
ли на венозной крови 10 условно здоровых до-
бровольцев (3 женщины, 7 мужчин, возраст 18–
30 лет). Протокол исследования соответствовал 
Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации и был одобрен Локаль-
ным этическим комитетом Больницы научного 
центра Пущино (№ 2 от 10.04.2014). Все добро-
вольцы дали письменное согласие на участие 
в исследовании после того, как были проин-
формированы о всех предстоящих процедурах. 
Всем добровольцам перед исследованием вы-
полнялось тестирование на наличие аллергии к 
домашней пыли. Критерии включения в экспе-
риментальную группу соответствовали требо-
ваниям к сдаче крови: отсутствие врожденных 
нарушений, отсутствие инфекционных заболе-
ваний и контактов с инфицированными боль-
ными не менее двух месяцев, отсутствие кож-
ной реакции на аллергены домашней пыли.

PBMC изолировали из венозной крови на 
градиенте плотности перколла (1,077  г/мл) со-
гласно работе Haslett et al. [24]. Забор венозной 
крови условно здоровых добровольцев выпол-
нялся сотрудниками Больницы Пущинского 
научного центра РАН. В качестве антикоагулян-
та использовали 5%-ный гепарин натрия. Цель-

ную кровь центрифугировали 2  мин при 300  g 
и удаляли супернатант. Для осаждения эри-
троцитов к клеткам добавляли 20  мл 6%-ного 
декстрана (500 кДа) в фосфатно-солевом буфе-
ре, перемешивали и инкубировали 30 мин при 
комнатной температуре. После осаждения эри-
троцитов плазму крови отбирали и центрифуги-
ровали 6 мин при 275 g для удаления тромбоци-
тов. Плазму, освобожденную от тромбоцитов, 
разводили в фосфатно-солевом буфере в соот-
ношении 1 : 4. Ресуспендировали клетки в 8 мл 
полученной смеси, наслаивали на 3 мл перкол-
ла (1,077 г/мл) и центрифугировали 15 мин при 
300  g. Фракция PBMC остается на градиенте 
плотности. Отбирали PBMC, трижды промыва-
ли их фосфатно-солевым буфером и центрифу-
гировали 5 мин при 300 g. Клетки окрашивали 
трипановым синим и определяли жизнеспо-
собность с помощью автоматического счетчика 
Countess® Automated Cell Counter («Invitrogen», 
США). Жизнеспособность составляла не ме-
нее 90%. PBMC разводили RPMI-1640 до 
1  ×  106 клеток/мл и разносили в 48-луночные 
планшеты. Инкубацию клеток с исследуемы-
ми агентами выполняли в CO

2
-инкубаторе при 

температуре 37 °С и концентрации CO
2
 5%. Ста-

тистически значимых изменений жизнеспособ-
ности PBMC после стимуляции 40 нг/мл ЛПС и 
0,5 мкг/мл rDer p 2 мы не обнаружили.

Активация PBMC человека к продукции ци-
токинов. PBMC (106 клеток/мл в каждом образ-
це) инкубировали 1 ч с ингибиторами SB 203580 
(10  мкМ), PD  098059 (50  мкМ), вортманнин 
(100 нМ) в СО

2
-инкубаторе («Jouan», Франция) 

при температуре 37 °С и концентрации CO
2
 5%. 

В контрольные пробы добавляли соответству-
ющее количество стерильного фосфатно-соле-
вого буфера. После инкубации с ингибиторами 
в соответствующие образцы добавляли ЛПС 
E. coli (40 нг/мл) и/или rDer p 2 (0,5–3 мкг/мл) и 
инкубировали в течение 6 и 16 ч в СО

2
-инкуба-

торе. Далее клетки осаждали центрифугирова-
нием при 3000 g в течение 10 мин. Полученные 
супернатанты отбирали и хранили при –20  °С 
до определения содержания цитокинов. После 
6 ч инкубации оценивали концентрации ФНО, 
после инкубации 16 ч – ИЛ-6 и ИЛ-8. Концен-
трации ЛПС были выбраны на основе литера-
турных данных [25, 26]. Концентрация rDer p 2 
была подобрана по данным литературы [14, 27] 
и результатам предварительных экспериментов 
(рис. 1). Время инкубации для каждого цитоки-
на было выбрано на основе литературных дан-
ных для PBMC человека [17, 27].
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Определение содержания цитокинов. Опре-
деление концентрации цитокинов в образцах 
проводили с помощью иммуноферментных на-
боров по методике, предложенной производи-
телем. Оптическую плотность регистрировали 
с помощью иммуноферментного анализатора 
STAT FAX 3200 («Awareness Technology,  Inc», 
США) при длине волны 450  нм. Количествен-
ную оценку результатов проводили с исполь-
зованием калибровочной кривой, отражающей 
зависимость оптической плотности образца от 
концентрации цитокина.

Статистическая обработка. Полученные ре-
зультаты обрабатывали с использованием про-
граммного обеспечения Microsoft Offi  ce Excel 
2010 (надстройка AtteStat) и SigmaPlot  12.5 
(«Systas Software», США). Гипотезу о нормаль-
ности распределения оценивали с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Выборочные рас-
пределения отличались от нормального рас-
пределения, поэтому мы применили методы 

непараметрической статистики. Эксперимен-
тальные данные представляли в виде медиан и 
перцентилей 10, 25, 75 и 90%. Статистическую 
значимость различий выборочных медианных 
значений оценивали с помощью U-критерия 
Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

rDer p 2 дозозависимо активирует секре-
цию ФНО PBMC. rDer p 2 в концентрации 
0,5 мкг/мл и выше вызывал увеличение секре-
ции ФНО PBMC человека (рис. 1).

Увеличение концентрации rDer p 2 вы-
зывало увеличение секреции ФНО PBMC че-
ловека. Мы ожидали синергический эффект 
между rDer p 2 и ЛПС, но не обнаружили его. 
Тем не менее это не исключает различия вкла-
дов разных сигнальных путей в ответ клеток на 
эти стимулы. В дальнейшем мы исследовали 

Рис. 1. Концентрации ФНО, высвобождаемого PBMC человека в ответ на ЛПС, rDer p 2 или их комбинацию после 
6 ч инкубации (n = 4). Данные представлены в виде медиан и перцентилей 10, 25, 75 и 90%. * p < 0,05 – статистически 
достоверное различие с контролем, §  <  0,05  – статистически достоверное различие с действием 0,5  мкг/мл rDer p 2, 
† < 0,05 – статистически достоверное различие с действием комбинации 0,5 мкг/мл и 40 нг/мл ЛПС
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Рис.  2. Концентрации цитокинов, секретированных 
PBMC в ответ на ЛПС, rDer p 2 или их комбинацию при 
ингибировании p38  MAPK. а  –  Концентрация ФНО по-
сле 6 ч инкубации, б – концентрация ИЛ-6 после 16 ч ин-
кубации, в  –  концентрация ИЛ-8 после 16  ч инкубации. 
Концентрация SB 203580 – 10 μM. Данные представлены 
в виде медиан и перцентилей 10, 25, 75 и 90%. * p < 0,05; 
**  p  <  0,01  –  статистически достоверное различие между 
выборками, обозначенными скобками

Рис. 3. Концентрации цитокинов, секретированных 
PBMC в ответ на ЛПС, rDer p 2 или их комбинацию при 
ингибировании MEK1/2. а  –  Концентрация ФНО после 
6 ч инкубации, б – концентрация ИЛ-6 после 16 ч инкуба-
ции, в – концентрация ИЛ-8 после 16 ч инкубации. Дан-
ные представлены в виде медиан и перцентилей 10, 25, 75 
и 90%. Концентрация PD 098059 – 50 μM. * p < 0,05 – ста-
тистически достоверное различие между выборками, обо-
значенными скобками 
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Рис. 4. Концентрации цитокинов, секретированных 
PBMC в ответ на ЛПС, rDer p 2 или их комбинацию при 
ингибировании PI3K. а – Концентрация ФНО после 6 ч 
инкубации, б – концентрация ИЛ-6 после 16 ч инкубации, 
в  –  концентрация ИЛ-8 после 16  ч инкубации. Данные 
представлены в виде медиан и перцентилей 10, 25, 75 и 90%. 
Концентрация вортманнина – 100 нМ. * p < 0,05 – стати-
стически достоверное различие между выборками, обозна-
ченными скобками 

ответы клеток на rDer p 2 в концентрации 
0,5  мкг/мл  –  наименьшей из достаточных для 
активации PBMC.

p38  MAPK играет ключевую роль в синте-
зе ФНО PBMC в ответ на ЛПС и/или rDer p 2. 
При активации PBMC при действии ЛПС и 
rDer p 2 содержание ФНО, ИЛ-6 и ИЛ-8 досто-
верно увеличивалось по сравнению с контролем 
(рис. 2). Их комбинация не усиливала секрецию 
цитокинов по сравнению с агентами, внесен-
ными по отдельности. Ингибитор p38  MAPK 
SB  203580 снижал секрецию ФНО в ответ на 
ЛПС (рис.  2,  а), но не влиял на ЛПС-индуци-
рованную секрецию ИЛ-6 и ИЛ-8 (рис. 2, б, в). 
SB 203580 ингибировал секрецию всех исследу-
емых цитокинов в ответ на rDer p 2 (рис. 2), что 
указывает на участие p38  MAPK в регуляции 
синтеза ИЛ-6 и ИЛ-8 в ответ на аллерген. Инги-
бирование p38 MAPK снижало секрецию ФНО 
и ИЛ-6 в ответ на комбинацию rDer p 2 и ЛПС, 
что указывает на сохранение вклада p38 MAPK 
в регуляцию секреции данных цитокинов при 
комбинированном действии rDer p 2 и ЛПС. 
Секреция ИЛ-8 в ответ на комбинацию rDer p 2 
и ЛПС при ингибировании p38 MAPK не изме-
нялась. На основании полученных данных мы 
предположили, что при сочетанном действии 
rDer p 2 и ЛПС секреция ФНО и ИЛ-6 регули-
руется с участием p38  MAPK, а основным эф-
фектором выступает Der p 2. Секреция ИЛ-8 в 
ответ на комбинацию агентов не зависит от уча-
стия p38 MAPK и обеспечивается за счёт ЛПС.

MEK1/2-зависимый путь передачи сиг-
нала является основным при синтезе ФНО и 
ИЛ-8 PBMC в ответ на ЛПС и/или rDer p 2. 
PD  098059, ингибитор MEK1/2, не влиял на 
ЛПС- и rDer p 2-индуцированную секрецию 
ИЛ-6, но уменьшал секрецию ФНО и ИЛ-8 во 
всех вариантах эксперимента (рис. 3). Получен-
ные данные свидетельствуют в пользу того, что 
MEK1/2 участвует в регуляции секреции ФНО 
и ИЛ-8, вызванной ЛПС и аллергеном, но не 
влияет на секрецию ИЛ-6. При ингибировании 
MEK1/2 секреция ФНО в ответ на ЛПС, rDer p 2 
и их комбинацию была снижена относительно 
соответствующих образцов без ингибиторов 
(рис. 3, а). Следовательно, MEK1/2 играет кри-
тическую роль в регуляции секреции ФНО при 
сочетанном действии ЛПС и rDer p 2.

Мы предполагаем, что вклады ЛПС или 
rDer p 2 в индукцию ответа на их комбинацию 
сопоставимы. Блокирование MEK1/2 не вли-
яло на секрецию ИЛ-6 PBMC человека в ответ 
на комбинацию ЛПС и rDer p 2 и её отдельные 
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компоненты (рис. 3, б). Наши данные указыва-
ют на то, что путь регуляции секреции ИЛ-6 в 
ответ на ЛПС и Der p 2 не зависит от MEK1/2. 
Ингибирование MEK1/2 снижало секрецию 
ИЛ-8 на комбинацию ЛПС + rDer p 2, а также её 
отдельные компоненты (рис. 3, в), что указывает 
на критическую роль MEK1/2 в ответах клеток 
человека на аллерген и ЛПС. Мы предположи-
ли, что вклады ЛПС или rDer p 2 в регуляцию се-
креции ИЛ-8, как в случае ФНО, сопоставимы.

PI3K негативно регулирует продукцию ФНО 
при активации клеток rDer p 2. Ингибирование 
PI3K не влияло на секрецию ИЛ-6 и ИЛ-8 в от-
вет на комбинацию rDer p 2 и ЛПС и отдельное 
действие веществ (рис. 4, б, в), что указывает на 
то, что секреция данных цитокинов PBMC в от-
вет на rDer p 2 и/или ЛПС не зависит от PI3K. 
Блокирование PI3K не влияло на ЛПС-инду-
цированную секрецию ФНО (рис. 4, а), но уве-
личивало секрецию ФНО в ответ на rDer p 2. 
При действии комбинацией rDer p2 и ЛПС до-
стоверного увеличения секреции ФНО на фоне 
блокирования PI3K не наблюдалось. Следова-
тельно, PI3K регулирует секрецию ФНО по ме-
ханизму отрицательной обратной связи в ответ 
на rDer p 2, но не ЛПС или их комбинацию.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы исследовали вкла-
ды MAP-киназ в регуляцию секреции про-
воспалительных цитокинов PBMC человека в 
ответ на комбинацию rDer p 2 и ЛПС, а также 
указанные агенты по отдельности. Мы обна-
ружили, что низкие концентрации rDer p 2 
(0,5 мкг/мл) достаточны для активации клеток 
к продукции цитокинов (рис. 1). Мы не обна-
ружили статистически значимых изменений 
жизнеспособности PBMC после инкубации с 
исследуемыми агентами (данные не представ-
лены). Это согласуется с литературными дан-
ными, полученными при стимуляции клеток 
при помощи ЛПС и Der p 2 в концентрациях, 
сопоставимых или превышающих используе-
мые в настоящей работе [28,  29], следователь-
но, изменения секреции цитокинов вызваны 
специфическим действием rDer p 2 и ЛПС, а 
не изменением жизнеспособности клеток.

Комбинация rDer p 2 и ЛПС усиливала 
секрецию ФНО, ИЛ-6 и ИЛ-8 PBMC челове-
ка, что согласуется с литературными данными 
[30]. Мы предполагали наличие синергическо-
го эффекта rDer p 2 и ЛПС на секрецию цито-

кинов, как нами было показано в предыдущем 
исследовании на цельной крови [23], однако в 
случае PBMC синергического эффекта не на-
блюдалось.

Стоит также отметить значительное разли-
чие концентраций секретируемых цитокинов 
PBMC и клетками цельной крови, что вызва-
но различием объектов исследования. В статье 
Radzyukevich  et  al. исследования выполнялись 
на цельной крови ex vivo: образец содержал все 
форменные элементы крови и 10%-ную сыво-
ротку донора. Такой подход позволяет полу-
чить приближенный к in vivo ответ клеток, но 
не дает возможности оценить вклад отдельных 
элементов системы (в нашем случае, клеток 
крови). Для оценки вклада мононуклеарной 
фракции клеток крови (моноциты и лим-
фоциты) мы исследовали ответ изолирован-
ных PBMC человека на комбинацию rDer p 2 
и ЛПС.

В случае исследования, выполненного на 
PBMC, в образце отсутствуют форменные эле-
менты, способные модифицировать цитокино-
вый ответ на ЛПС и/или Der p 2: другие типы 
клеток (в частности, нейтрофилы) и белки сы-
воротки крови (в частности, sMD-2) [7, 31].

Для оценки вклада киназ в активацию 
PBMC человека мы применяли специфические 
ингибиторы киназ: SB  203580  –  ингибитор 
р38  MAPK, PD  098059  –  ингибитор MAPKK 
(MEK1 и MEK2), вортманнин  –  ингибитор 
PI3K [32,  33]. Ингибиторы MAPK можно рас-
сматривать как потенциальные терапевтиче-
ские противовоспалительные агенты [34]. Мы 
оценили потенциальную противовоспали-
тельную активность ингибиторов SB  203580 и 
PD  098059 в отношении комбинации rDer p 2 
и ЛПС. Нами было обнаружено, что оба инги-
битора могут оказывать потенциальное про-
тивовоспалительное действие в отношении 
секреции ФНО, ИЛ-6 и ИЛ-8 в ответ на ком-
бинацию rDer p 2 и ЛПС, а также её отдель-
ных компонентов (рис.  1,  2). Следовательно, 
ингибиторы MAPK можно рассматривать как 
потенциальные агенты для терапии воспа-
ления, вызванного комбинацией аллергии и 
инфекции.

Нами показано, что PBMC челове-
ка синтезируют ФНО преимущественно по 
MAPK-зависимому пути во всех вариантах 
эксперимента (рис.  5), что согласуется с ли-
тературными данными [35]. Ингибирование 
p38  MAPK в случае активации клеток rDer p 2 
также влияло на продукцию ИЛ-6.
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Ингибирование MEK1/2-зависимого сиг-
нального пути имело наиболее выраженное 
влияние на синтез ИЛ-8, в случае ответа на 
оба агента. Ингибирование PI3K не влияло 
на продукцию этого цитокина, что указыва-
ет на значительную роль MEK1/2 в регуляции 
секреции ИЛ-8.

В предыдущих работах мы показали, что 
ингибитор p38 MAPK снижал секрецию ФНО 
клетками цельной крови человека в ответ на 

ЛПС, общую фракцию аллергенов домашней 
пыли из D. pteronyssinus и их комбинацию [40]. 
Результаты настоящей работы согласуются 
с данными, полученными на цельной крови 
человека, и указывают на участие PBMC в 
ЛПС- и аллерген-индуцированной секреции 
цитокинов.

PI3K играет роль отрицательного регу-
лятора при передаче сигналов через TLR4. 
Согласно литературным данным, ингиби-

Рис. 5. Схематическое представление вклада исследуемых киназ в регуляцию секреции цитокинов человека в ответ 
на  комбинацию rDer p 2  +  ЛПС (пояснения в тексте). Схемы сигнальных путей изображены на основе литературных 
данных [35–39]
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рование PI3K вызывает активацию NFκB, 
ERK1/2, p38 MAPK и JNK и увеличение секре-
ции ФНО, ИЛ-6, ИЛ-10 и ИЛ-12 [20, 41–44]. 
На основании данных об участии PI3K-зави-
симых сигнальных путей в негативной регу-
ляции синтеза провоспалительных цитоки-
нов в ответ на ЛПС мы исследовали влияние 
ингибирования PI3K на наработку ФНО, 
ИЛ-6, ИЛ-8 при активации PBMC ЛПС, rDer 
p 2 или их комбинацией. При ингибировании 
PI3K наблюдалась тенденция к увеличению 
синтеза ФНО и ИЛ-6 во всех вариантах экс-
перимента. Однако достоверное изменение 
уровня цитокина наблюдалось только в слу-
чае активации клеток rDer p 2 и продукции 
ФНО (рис. 2). Таким образом, PI3K участвует 
в отрицательной регуляции секреции ФНО 
PBMC человека в ответ на действие rDer p 2. 
Насколько нам известно, указанное явление 
описано впервые в настоящей работе. Отли-
чия с известными данными литературы могут 
быть объяснены различием в используемых 
нами и авторами других работ серотипами 
ЛПС.

Нами показано, что присутствие rDer p 2 
не усиливает экспрессию цитокинов клетка-
ми в ответ на ЛПС. Наши данные указыва-
ют на то, что при активации PBMC rDer p 2 
проявляет в большей степени свойства холе-
стерин-связывающего белка, чем миметика 
MD-2 [45].

В настоящей работе были обнаружены 
различия вкладов киназ ERK1/2, p38 MAPK и 
PI3K в зависимости от активирующего аген-
та (белок-аллерген и/или ЛПС). Основным 
регулятором синтеза ФНО при активации 
PBMC аллергеном являются MAPK-зависи-
мые сигнальные пути. Вклад MEK1/2 и PI3K 

в регуляцию синтеза цитокинов PBMC наи-
более выражен ответ на rDer p 2.

Различия между внутриклеточными сиг-
нальными путями, регулирующими секре-
цию цитокинов в ответ на Der p 2 и ЛПС, 
могут быть вызваны различием рецепторов, 
распознающих ЛПС и Der p 2. В частности, 
распознавание комбинации Der p 2  +  ЛПС 
может происходить с участием TLR4, как это 
описано при аллергической астме [46,  47]. 
Der p 2 могут распознаваться PBMC человека 
через TLR2, как это описано для других типов 
клеток [11, 48]. Экспериментальная проверка 
данного предположения является задачей бу-
дущих исследований.
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PARTICIPATION OF MAPK AND PI3K 
IN THE REGULATION OF CYTOKINE SECRETION 
BY PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS 

IN RESPONSE TO Escherichia coli LPS AND rDer p 2 COMBINATION

A. A. Morozova1,2*, N. I. Kosyakova1, and I. R. Prokhorenko2

1 Hospital of Pushchino Scientifi c Center, Russian Academy of Sciences,
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: honorikvudi@mail.ru

2 Institute of Basic Biological Problems, Russian Academy of Sciences,
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia

Search for the eff ective approaches to treat acute infl ammation caused by combination of allergens and 
infectious agents is an important task for public health worldwide. House dust mites Dermatophagoides 
pteronyssinus are the source of allergens of the Der p groups and of microbial compounds, in particular, 
lipopolysaccharides  (LPS). LPS and Der p 2 induce secretion of pro-infl ammatory cytokines via activation 
of kinases p38 MAPK, MEK 1/2, and PI3K. Participation of these kinases in the regulation of cells response 
to combined exposure to LPS and Der p 2 has not been suffi  ciently studied. We studied the eff ects of kinases 
(p38 MAPK, MEK 1/2, and PI3K) inhibition on secretion of cytokines (TNF, IL-8, and IL-6) by peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) of healthy volunteers in response to E. coli LPS and rDer p 2. Contribution 
of kinases to the regulation of cell response to diff erent agents (rDer p 2 and/or LPS) was revealed. It was found 
that p38 MAPK plays a key role in the regulation of secretion TNF by PBMC in response to the combination 
of LPS and rDer p 2. MEK 1/2-dependent signaling is the main pathway for the synthesis of TNF and IL-8 
in response to LPS and rDer p 2. PI3K-dependent signaling negatively regulates TNF production during 
rDer p 2-induced cell activation, but is not involved in the response to the combination of LPS and rDer p 2. 
PI3K-dependent signaling in the regulation of PBMC cytokine synthesis is most pronounced in response to 
their activation by rDer p 2. Understanding the mechanisms of immune cell responses to combinations of 
infl ammatory agents could facilitate the search for new intracellular targets for anti-infl ammatory therapy.

Keywords: PBMC, p38 MAPK, MEK 1/2, PI3K, Der p 2, lipopolysaccharides, cytokines
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Принятые сокращения: КМЦ-Na  –  натриевая соль 
карбоксиметилцеллюлозы; МКЦ  –  микрокристалличе-
ская целлюлоза; GH – гликозил-гидролаза; PL – полиса-
харид-лиаза; PolyM, PolyG, PolyGlu – полиманнуроновая, 
полиглюкуроновая и полиглюкуроновуая кислоты соот-
ветственно.
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Cellulophaga lytica – грамотрицательная аэробная бактерия, в геноме которой обнаружено множество 
генов, кодирующих ферменты, расщепляющие полисахариды. Один из ферментов, названный ClGP, 
содержит домен гликозил-гидролазы семейства GH5 и домен полисахарид-лиазы  семейства  PL31. 
Фермент также содержит TAT-сигнальный пептид и  TIGR04183-домен, что указывает на внекле-
точную природу  ClGP. Филогенетический анализ показывает, что наиболее близкие к ClGP и со-
держащие TAT-сигнальный пептид и домены GH5, PL31 и  TIGR04183 ферменты, широко распро-
странены среди бактерий, принадлежащих к семейству  Flavobacteriaceae. ClGP, продуцируемый 
рекомбинантным штаммом Escherichia coli, был очищен и охарактеризован. ClGP демонстрирует 
эндоглюканазную (EC  3.2.1.4) активность и катализирует гидролиз β-D-глюкана,  натриевой соли 
 карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ-Na), аморфной целлюлозы, но не кристаллической целлюлозы и 
ксилана. Продуктами гидролиза КМЦ-Na являются целлобиоза и целлотриоза, при гидролизе β-D-
глюкана обнаруживаются глюкоза, целлобиоза, целлотетроза и целлопентоза. ClGP наиболее эффек-
тивен с  поли-β-D-маннуронатными, чем с  поли-α-L-гулуронатными участками альгиновой кислоты. 
В  связи с этим можно предположить, что ClGP является  PolyM-лиазой (EC  4.2.2.3). ClGP  активен 
по отношению к полиглюкуроновой кислоте, что указывает на его глюкуронан-лиазную активность 
(EC 4.2.2.14). Фермент отличается нейтральным рН-оптимумом, стабильностью в диапазоне рН 6,0–
8,0 и невысокой термостабильностью. ClGP эффективно осахаривает два вида бурых водорослей, 
Saccharina latissima и Laminaria digitata, что в дальнейшем позволяет использовать его в производстве 
биотоплива из макроводорослей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: GH5-эндоглюканаза, PL31-альгиназа, мультифункционалный фермент, осахарива-
ние микроводорослей.

DOI: 10.31857/S0320972522060094, EDN: AUSTMD

ВВЕДЕНИЕ

Полисахариды  –  обширная группа по-
лимерных углеводов, входящих в состав кле-
точных стенок растений, грибов и бактерий, 
являющихся наиболее распространёнными 
веществами биосферы. Полисахариды состо-

ят из различных, часто модифицированных 
(метилированных, ацетилированных, ферули-
рованных и  т.д.), сахаров, связанных глико-
зидной связью [1]. Способностью расщеплять 
полисахариды обладают различные микро-
организмы, бактерии и грибы, разрушающие 
клеточную стенку. Микроорганизмы исполь-
зуют различные комбинации ферментов для 
деградации.  Гликозил-гидролазы  (GH) ката-
лизируют деструкцию гликозидных связей в 
присутствии воды, а  полисахарид-лиазы  (PL) 
расщепляют полисахариды путём негидроли-
тического и неокислительного разрыва угле-
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водной цепи [2, 3]. Важную роль в декомпози-
ции полисахаридов играет процесс окисления. 
Например, литические полисахарид-моно-
оксигеназы расщепляют гликозидные связи 
путём включения одного атома окисляющего 
агента  – кислорода  – в молекулу субстрата в 
присутствии подходящего восстановительного 
агента [4]. Полисахариды также могут подвер-
гаться деструкции гироксильными радикала-
ми, образующимися при действии лакказы и 
целлобиозодегидрогеназы [5].

Как гликозил-гидролазы, так и полисаха-
рид-лиазы проявляют широкую субстратную 
специфичность, что связано с огромным раз-
нообразием структур полисахаридов. На осно-
вании сходства последовательностей GH, PL 
и другие ферменты деструкции полисахаридов 
подразделяются на различные семейства  [6]. 
Полная информация об углевод-активных 
ферментах и их классификация представле-
ны в базе данных CAZy (http://www.cazy.org/). 
Ферменты, принадлежащие к одному семей-
ству, могут отличаться субстратной специ-
фичностью  [7] и эффективно расщеплять 
несколько субстратов. Мультифункциональ-
ные ферменты, способные катализировать 
несколько различных реакций, часто встре-
чаются среди ферментов, активных в отно-
шении полисахаридов, в особенности среди 
гликозил-гидролаз. Мультифункциональность 
может проявляться двумя способами. Одни 
ферменты способны взаимодействовать с 
различными субстратами благодаря особой 
структуре своего активного центра. Приме-
рами таких ферментов являются целлюла-
за-ксиланаза бактерий Chryseobacterium sp. или 
Clostridium thermocellum и целлюлаза-маннана-
за Thermotoga maritima [8–10]. Другие мульти-
функциональные ферменты содержат в своей 
молекуле несколько каталитических доменов. 
Например, бифункциональный фермент с дву-
мя каталитическими доменами Ruminococcus 
fl avefaciens проявляет как ксиланазную, так 
и β-(1,3–1,4)-глюканазную активность  [11]. 
Наличие нескольких каталитических доме-
нов позволяет расширить каталитические 
возможности фермента и эффективно взаи-
модействовать с различными субстратами. 
В качестве примера можно привести фермент, 
полученный из метагеномной ДНК, содержа-
щий три каталитических домена и проявляю-
щий α-L-арабинофуранозидазную, ксиланаз-
ную и ферулоил-эстеразную активности  [12]. 
Двухдоменный фермент Bacillus  sp. обладает 

пектат-лиазной и метил-эстеразной активно-
стью и принадлежит к двум различным клас-
сам ферментов [13].

 Cellulophaga lytica  – грамотрица-
тельная аэробная бактерия из семейства 
Flavobacteriaceae, распространённая в лито-
ральной зоне на поверхности водорослей и 
пляжной грязи  [14]. Анализ полного генома 
этой бактерии выявил наличие десятков ге-
нов, кодирующих ферменты, участвующие 
в расщеплении полисахаридов  [15]. Один из 
ферментов (GenBank ADY28795.1) содержал 
последовательности каталитических доме-
нов гликозил-гидролазы семейства  GH5 и 
полисахарид-лиазы семейства  PL31 (http://
www.cazy.org/b1554.html). Таким образом, 
этот фермент потенциально может проявлять 
мультифункциональность и предположитель-
но способен катализировать расщепление 
β-(1,4)-глюканов, альгиновой и полиглюку-
роной кислот (http://www.cazy.org/GH5.html; 
http://www.cazy.org/PL31.html), что не удиви-
тельно, так как C. lytica обитает на поверхно-
сти водорослей, чья клеточная стенка состоит 
в основном из этих веществ [16, 17]. В данной 
работе был получен рекомбинантный штамм 
Escherichia coli, продуцировавший потенци-
ально мультифункциональный фермент из 
C. lytica, были исследованы свойства и биотех-
нологический потенциал фермента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование штамма и реактивы. 
C.  lytica VKM B-1433 (=DSM 7489) был полу-
чен из Всероссийской коллекции микроорга-
низмов (http://www.vkm.ru/index.htm). Штамм 
культивировали при 29  °C (pH  7,2) в среде 
следующего состава (г/литр): дрожжевой экс-
тракт  – 1,0; триптон  – 1,0; KCl  – 0,7; NaCl  – 
24,7; MgSO

4 
 × 7 H

2
O – 6,3; MgCl

2
 × 6 H

2
O – 4,6; 

CaCl
2
 × 2 H

2
O – 1,2; NaHCO

3
 – 0,2.

Приготовление буфера Бриттона–Робинсона. 
Универсальный 0,3 M буфер Бриттона–Робин-
сона готовили следующим образом: 0,1  M  ор-
тофосфорной кислоты, 0,1 М борной кислоты, 
0,1  M  уксусной кислоты смешивали, значение 
рН доводили до нужного раствором 1 М NaOH 
в воде.

В данном исследовании использовали сле-
дующие реактивы: соли, кислоты, щелочи, а 
также некоторые компоненты среды («PanReac 
AppliChem», США); дрожжевой экстракт 
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(«Biospringer», Франция); триптон («VWR Life 
Science AMRESCO», США) ; микрокристалли-
ческая целлюлоза (МКЦ) «Avicel PH-101», пек-
тин из цедры цитрусовых, натриевая соль альги-
новой кислоты, β-D-глюкан из ячменя, ксилан 
бука, натриевая соль карбоксиметил целлюлозы 
(КМЦ-Na) («Sigma-Aldrich», США) . Полиман-
нуроновая (PolyM) и полиглюкуроновая (PolyG) 
кислоты были синтезированы методом кислого 
гидролиза альгиновых кислот  [18]. Полиглю-
куроновую кислоту (PolyGlu) синтезировали 
из аморфной целлюлозы с помощью системы 
TEMPO-NaBr-NaClO («Sigma-Aldrich»)  [19]. 
Аморфную целлюлозу получали регенераци-
ей микрокристаллической целлюлозы  (МКЦ) 
фосфорной кислотой [20].

Морские макроводоросли Saccharina 
latissimi и Laminaria digitata были собраны в Кан-
далакшском заливе Белого моря в августе 2019 г. 
Водоросли перед использованием промывали 
водой и высушивали.

Клонирование, рекомбинантная экспрессия 
и очистка белка. Ген амплифицировали мето-
дом ПЦР с использованием хромосомной ДНК 
и праймеров Clf1 (GGTACCGGATCCCAATC
TCCTGTAGAAAAAC 27) и Clr1 (CTGCAGTC
GACCTATTTTTTAACAAATAAAGAACG 27). 
Праймеры были подобраны при использова-
нии последовательности гена, депонированной 
в GenBank (NZ_CP009239.1:1037354-1040365). 
Для создания продуцента на основе клеток 
E.  coli  M15(pRep4) амплифицированный ген 
клонировали в векторную плазмиду pQE-30 
(«Qiagen», Германия), расщеплённую эндонук-
леазами рестрикции BamHI и SalI. Скрининг 
клонов E.  coli, содержащих рекомбинантные 
плазмиды, проводили методом ПЦР с исполь-
зованием универсальных праймеров для pQE30. 
Затем продукцию белка индуцировали добавле-
нием 0,1  мМ изопропил-β-D-тиогалактопира-
нозида (ИПТГ), после чего клетки инкубирова-
ли в течение 18 ч при 18 °C при перемешивании 
со скоростью 50 об/мин. Клетки осаждали цен-
трифугированием («Beckman», США) 30  мин 
при 3700 rpm, осадок ресуспендировали в 10 мл 
20  мМ фосфатного буфера  (рН  7,4), содержа-
щего 0,5 М NaCl и 1 мМ имидазол. После раз-
рушали клетки ультразвуком с использованием 
прибора Sonicator Q500 («QSonica», США). За-
тем удаляли клеточный дебрис центрифугиро-
ванием, и клеточный лиза т загружали в колонку 
HisTrapp объёмом 5 мл («GE Healthcare», США), 
уравновешенную буфером, в котором прово-
дилось ресуспендирование клеток, при скоро-

сти потока 1  мл/мин. Бело к элюировали тем 
же буфером с добавлением 0,3  М  имидазола в 
изократическом режиме при скорости потока 
1 мл/мин. После очистки фракции белка диали-
зовали против 50 мМ Tris-HCl-буфера (pH 7,6). 
Чистоту белка определяли с использованием 
ДНС-ПААГ-электрофореза в 10%-ном ПААГ.

Определение свойств фермента. Гидроли-
тическую активность фермента в отношении 
МКЦ, КМЦ-Na, β-D-глюкана и ксилана опре-
деляли по образованию восстанавливающих 
сахаров, образование которых фиксировали 
с помощью 3,5-динитросалициловой кисло-
ты (ДНС) [21] с использованием глюкозы в ка-
честве стандарта. Одну единицу гидролитиче-
ской активности (Е) определяли как количество 
фермента, которое канализует образование 
1 мкмоль глюкозы за 1 мин при действии на со-
ответствующий субстрат.

Лиазную активность в отношении пектина, 
альгиновой кислоты, PolyM, PolyG и PolyGlu 
определяли методом с использованием тио-
барбитуровой кислоты  (ТБК)  [22]. Образова-
ние окрашенного продукта отслеживали спек-
трофотометрически («Shimadzu», Япония) при 
длине волны 550  нм. Одну условную единицу 
активности  (уЕ) определяли как количество 
фермента, вызывающее изменение оптической 
плотности на  0,01  Ед. Реакцию проводили в 
50  мМ  универсальном буфере Бриттона–Ро-
бинсона (рН 7,0) [23] при 40 °C и концентрации 
субстрата – 1%.

Термостабильность и рН-стабильность фер-
мента определяли как остаточную активность 
после его инкубации при различных температу-
рах или значениях рН. Остаточную активность 
выражали в процентах; исходную активность 
фермента принимали за  100%. Термостабиль-
ность изучали в 50  мМ  универсальном буфе-
ре (рН 7,0); концентрация фермента составляла 
1 мг/мл. Стабильность рН измеряли в аналогич-
ных условиях, но в диапазоне рН 3,0–9,0. При 
исследовании рН-стабильности фермент хра-
нили при 5  °C в течение 5  суток в стерильных 
условиях.

Температурный и рН-оптимум фермента 
устанавливали в аналогичной буферной систе-
ме и при аналогичной концентрации, но ре-
зультаты представлены в виде относительных 
активностей, за  100% принято максимальное 
значение активности.

Концентрацию белка определяли с помо-
щью коэффициента молярной экстинкции, 
рассчитанного на основе последовательно-
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сти белка с помощью программы Vector  NTI. 
Поиск гомологов белков проводили с помо-
щью BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins). Для анализа были вы-
браны последовательности, которые имели по 
крайней мере 95% покрытия и 50%-ный уровень 
идентичности. Для определения наличия после-
довательностей сигнальных пептидов использо-
вали программу SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP/). Уровень идентичности об-
наруженных гомологов оценивали с помощью 
алгоритма парного выравнивания белковых по-
следовательностей Нидлмана–Вунша (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Продукты гидролиза КМЦ-Na и β-D-глю-
кана идентифицировали методом тонкослойной 

хроматографии, как описано ранее [24]. Осаха-
ривание водорослей проводили в 50 мМ универ-
сальном буфере (рН 7,0), концентрация водоро-
слей – 2% (w/v), количество белка – 0,5 мг/мл. 
Водоросли гомогенизировали с помощью мель-
ницы и просеивали через сито с размером ячеек 
0,5 мм. Реакцию проводили при 40 °C в течение 
24  ч на орбитальном шейкере («Biosan», Лат-
вия). Осахаривание оценивали по образованию 
восстанавливающих групп методом  ДНС и по 
увеличению оптической плотности при 550 нм 
при взаимодействии ненасыщенных уроновых 
кислот с ТБК.

Филогенетический анализ. Множественное 
выравнивание аминокислотных последова-
тельностей, идентифицированных с помощью 

Рис. 1. Филогенетическое дерево для GlGP и его 26 гомологов в разных родах бактерий, построенное методом макси-
мального правдоподобия в программе IQ-TREE. Цифры в узлах указывают значения сверхбыстрого бутстрэп-анализа. 
Шкала соответствует количеству аминокислотных замен на остаток

9*
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BLASTP, проводили с использованием алгорит-
ма MUSCLE  [25]. Оптимальную модель заме-
щения определяли с помощью ModelFinder [26], 
реализованного в программе IQ-TREE (вер-
сия  1.6.12)  [27]. Филогенетическое дерево было 
построено на основе множественных выравни-
ваний в программе IQ-TREE с использовани-
ем метода максимального правдоподобия. Для 
получения значений степени ветвления было 
использовано 1000 реплик [28]. Построенное де-
рево визуализировали в программе MEGA6 [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ген, кодирующий белок ADY28795.1, 
названный ClGP, был клонирован из ге-
номной ДНК C.  lytica. Последовательность 
клонированного гена полностью соответ-
ствовала последовательности, депониро-
ванной в GenBank. Анализ аминокислотной 
последовательности белка выявил наличие 
сигнального пептида ТАТ (1–27  а.о.), домена 
семейства GH5 (40–289  а.о.), домена семей-
ства PL31 (337–651 а.о.) и домена TIGR04183 
(925–997 а.о.). Наличие пептида ТАТ и домена 
TIGR04183, участвующих в системе секреции 
белка T9SS  [30], свидетельствует о том, что 
ClGP является внеклеточным ферментом. По-
иск гомологичных белков с помощью BLAST 
показал, что его гомологи присутствуют  у 
26 штаммов бактерий , относящихся к 8 родам: 
Cellulophaga (WP_144709429.1, WP_051983444.1, 
WP_075694614.1, WP_089118852.1, TVZ08636.1), 
Olleya (WP_051419236.1, WP_116822569.1, WP_
051431154.1, WP_082395983.1, WP_101016188.1), 
Algibacter (WP_100894745.1), Psychroserpens (WP_
136584815.1), Seonamhaeicola (WP_076701600.1), 
Polaribacter (WP_105048247.1, WP_158837275.1), 
Aquimarina (WP_073315802.1, MAQ75930.1, 
WP_091411656.1, WP_118388834.1, WP_051336141.1, 
WP_159092196.1, WP_118459330.1, WP_099098792.1, 
WP_118500825.1), Tenaci baculum (WP_095070691.1) и 
бактери и KN852 (семейство Flammeovirgaceae) 
(WP_169684745.1). Все эти бактери и являют-
ся представителями типа Bacteroidetes; 8 родов 
относятся к семейству Flavobacteriaceae (класс 
Flavobacteriia, порядок Flavobacteriales), а бак-
терия KN852  –  к семейству Flammeovirgaceae 
(класс Cytophagia, порядок Cytophagales). При 
анализе множественного выравнивания, полу-
ченного с помощью алгоритма MUSCLE, мы об-
наружили, что оптимальная модель аминокис-
лотных замен – это WAG + F + I + G4 [31, 32], 

согласно ModelFinder [26].
Эта модель замещения была впоследствии 

использована для построения филогенетиче-
ского дерева, представленного на рис. 1.

Все идентифицированные гомологи ClGP 
были сгруппированы в три группы с высоким 
уровнем бутстрэп-поддержки (более  95%). 
Первая группа состоит из 13  белков  –  6 – из 
Cellulophaga (включая ClGP), 5  – из Olleya, 
1  –  из Algibacter, 1  –  из Psychroserpens. Вторая 
группа содержит 12  белков: 8  –  из Aquimarina, 
2 – из Polaribacter, 1 – из Tenacibaculum, 1 – бе-
лок Seonamhaeicola. В  третью группу входят 
2  оставшихся белка из бактерий Aquimarina 
(MAQ75930.1) и Flammeovirgaceae KN852. Уро-
вень идентичности белков первой группы с 
ClGP при попарном выравнивании по алго-
ритму Нидлмана–Вунша варьировал в преде-
лах 80,8–99,4%, при этом наиболее высокий 
уровень был у ферментов Cellulophaga  (98,7–
99,4%).

Наиболее отдаленным гомологом оказался 
фермен т из бактерии Flammeovirgaceae KN852 
(44,7% идентичности с  ClGP). Выравнивание 
аминокислотных последовательностей белков 
из разных родов бактерий показало наличие до-
менов ТАТ, GH5, PL31 и TIGR04183, хотя раз-
меры и положение доменов в молекулах разли-
чались (рис. 2).

В ходе данной работы был получен реком-
бинантный штамм E. coli – продуцент фермен-
та  ClGP. Продукция белка наблюдалась толь-
ко для варианта без ТАТ-сигнального пептида 
(21  а.о. с N-конца) и без домена TIGR04183 
(74  а.о. с С-конца). Белок без ТАТ-сигнально-
го пептида, но с TIGR04183 не продуцировал-
ся. Продукция белка составила 300  мг на литр 
культуральной жидкости . Фермент был очищен 
с помощью метода аффинной хроматографии 
(рис. 3). Молекулярная масса фермента состав-
ляла 101 кДа, что хорошо согласуется с массой 
белка ClGP, рассчитанной на основе его после-
довательности.

Присутствие домена семейства GH5 
свидетельствует о возможной гидролитиче-
ской активности  ClGP. Ферменты этого се-
мейства широко распространены в приро-
де и обладают различной субстратной спец-
ифичностью (http://www.cazy.org/GH5.html). 
Многие белки GH5 проявляют эндоглюка-
назную (EC  3.2.1.4) активность  [33]. Установ-
лено, что ClGP обладает эндоглюканазной ак-
тивностью в отношении таких субстратов, как 
β-D-глюкан, КМЦ-Na, аморфная целлюлоза, 
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но не гидролизует МКЦ и ксилан (таблица).
Продуктами гидролиза КМЦ-Na были цел-

лобиоза и целлотриоза, а β-D-глюкан гидроли-
зовался до глюкозы, целлобиозы, целлотетрозы 
и целлопентозы (рис. 4).

Согласно CAZy, ферменты с доменом се-
мейства  PL31 обладают активностью глюкуро-
нан-лиазы (КФ  4.2.2.14) или альгинат-лиазы 
(КФ  4.2.2.3). ClGP проявлял активность как 
в отношении альгиновой кислоты, так и в от-

Рис. 2. Выравнивание последовательностей белка из бактерий типа Bacteroidetes. Аа  –  Aquimarina aggregata 
(WP_099098792.1); As  –  Aquimarina spongiae (WP_073315802.1); Tj  –  Tenacibaculum jejuense (WP_095070691.1); 
Pb – Polaribacter butkevichii (WP_105048247.1); Ss – Seonamhaeicola sp. С2-3 (WP_076701600.1); Ps – Psychroserpens sp. NJDZ02 
(WP_136584815.1); Оа  –  Olleya aquimaris (WP_116822569.1); Fb  –  бактерия Flammeovirgaceae KN852 (WP_169684745.1); 
Cl – Cellulophaga lytica (ADY28795.1). Сигнальный пептид ТАТ находится в рамке. Домен GH5 выделен серым цветом; 
домен PL6 выделен черным цветом; домен TIGR04183 подчеркнут
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Рис. 3 . ДСН-ПААГ-электрофорез ClGP. Дорож-
ки:  М  –  маркеры молекулярной массы; 1  –  фермент по-
сле очистки; 2  –  культура E.  coli после индукции ИПТГ; 
3 – культура E. coli до индукции ИПТГ

Рис. 4. Продукты гидролиза КМЦ-Na и β-глюкана ClGP, 
 данные ТСХ. С – стандарты: Ц1 – глюкоза, Ц2 – целло-
биоза, Ц3 – целлотриоза, Ц4 – целлотетроза, Ц5 – целло-
пентоза

Субстратная специфичность ClGP

Субстрат
Гидролитическая 
активность, ед/мг

Лиазная 
активность, ед/мг

МКЦ а.о. –*

β-D-глюкан 2180 ± 104 –

КМЦ-Na 1240 ± 62 –

Аморфная целлюлоза 985 ± 38 –

Ксилан а.о. –

Пектин а.о. а.о.

Альгиновая кислота – 240 ± 12

PolyM – 285 ± 7

PolyG – 23 ± 1

PolyGlu – 310 ± 8

Примечание. а.о. – активность отсутствует; * – не определяли.

ношении PolyGlu, поэтому фермент является 
одновременно глюкуронан-лиазой и альги-
нат-лиазой. По фукциональному признаку в 
отношении различных блоков альгината лиа-
зы подразделяются на маннуронат-специфич-
ные альгинат-лиазы (PolyМ-лиаза, КФ  4.2.2.3) 

и гулуронат-специфичные альгинат-лиазы 
(PolyG-лиаза, КФ  4.2.2.11), а также альги-
нат-лиазы, активные как в отношении G-, так и 
в отношении М-блоков [34]. ClGP был активен 
в отношении  PolyМ, но проявлял слабую актив-
ность в отношении  PolyG. Это указывает на то, 
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что фермент представляет собой PolyМ-лиазу. 
Его слабая PolyG-лиазная активность может 
быть связана с наличием примесей PolyМ-бло-
ков в PolyG в связи со способом приготовления 
субстратов [18].

Фермент не проявлял лиазной активности 
в отношении пектина. Чтобы выяснить, транс-
формируются ли полисахариды при гидроли-
тическом и лиазном расщеплении в различных 
активных центрах молекулы фермента, мы изу-
чили трансформацию альгиновой кислоты или 
PolyGlu в присутствии β-D-глюкана. β-D-глю-
кан в концентрациях 0,5, 1 и 2 мг/мл не влиял 
на скорость образования ненасыщенного эфи-

ра уроновой кислоты из альгиновой кислоты 
и  PolyGlu. Это показывает, что гидролитиче-
ская и лиазная активности ClGP определяются 
различными активными центрами, что согласу-
ется с наличием доменов GH5 и PL31 в молеку-
ле фермента.

Влияние различных факторов устанавли-
вали отдельно для гидролитической и лиазной 
активности фермента. рН-Оптимум гидро-
литической и лиазной активности ClGP был 
нейтральным (рН  7); при значениях рН ниже 
3–4 – активность не наблюдалась (рис. 5).

При нейтральном значении рН стабиль-
ность фермента была выше. ClGP обладал 
умеренной термостабильностью, но его гидро-
литическая активность проявляла бо льшую 
устойчивость к высоким температурам, чем 
лиазная. Гидролитическая активность сохра-
нялась при 50 и 60 °С в течение часа, а лиазная 
активность исчезала при 50 °С в течение 50 мин. 
Температурный оптимум для лиазной активно-
сти также был ниже и определялся при 40 °С, а 
для гидролитической активности  – при 60  °С. 
Различия в термооптимуме и термостабильно-
сти могут быть результатом различной стабиль-
ности доменов GH5 и PL31.

Макроводоросли являются перспективным 
источником биомассы, пригодной для произ-
водства различных химикатов, в том числе био-
топлива  [35,  36]. Ферментативная обработка 
увеличивает содержание сахаров в макроводо-
рослях, что увеличивает выход биотоплива при 
ферментации [37]. В данной работе исследовали 
способность фермента осахаривать две бурые 
водоросли, S. latissima и L. digitata. Среди бурых 
водорослей в Белом море доминируют имен-
но эти два вида – их биомасса может достигать 
5,2 кг/м2 [38]. При осахаривании макроводоро-
слей ClGP образуются редуцирующие сахара и 
ненасыщенные уроновые кислоты (рис. 6), что 
может быть связано как с гидролитическим, так 
и лиазным действием фермента.

Трудно точно оценить вклад гидролитиче-
ской активности в осахаривание, так как при 
лиазном расщеплении полисахаридов также 
образуются редуцирующие сахара. Тем не ме-
нее фермент эффективно осахаривал водорос-
ли. Исходная концентрация редуцирующих 
сахаров и веществ, а также степень осахарива-
ния были выше для S. latissima. Это может быть 
связано с различной концентрацией полисаха-
ридов у водорослей, которая варьируется как 
в зависимости от вида, так и в зависимости от 
времени года [39].

Рис. 5. Свойства гидролитической и лиазной активности 
ClGP. а  –  рН-зависимость активности; б  –  рН-зависи-
мость стабильности; в – зависимость активности от тем-
пературы; г – термостабильность. Сплошная линия – гид-
ролитическая активность: 1  –  40 °C, k

app
  =  0,001  мин–1; 

2 – 50 °C, k
app

 = 0,003 мин–1; 3 – 60 °C, k
app

 = 0,018 мин–1. 
Пунктирная линия  –  лиазная активность: 4  –  40  °C, 
k

app
 = 0,005 мин–1; 5 – 50 °C, k

app
 = 0,019 мин–1

Рис. 6. Осахаривание бурых водорослей рекомбинантным 
ферментом ClGP. К – контроль; Е – вариант с ферментом. 
Серые столбики – образование восстанавливающих саха-
ров, белые столбики – поглощение при 550 нм
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой работе нами был впервые получен 
и исследован фермент из C. lytica, обладающий 
как эндоглюканазной, так и альгиназной ак-
тивностью и, таким образом, относящийся од-
новременно к двум классам ферментов – гид-
ролазам и лиазам. ClGP проявлял эндоглюка-
назную активность, как и многие другие белки 
семейства GH5. Как и большинство известных 
глюканаз семейства GH5, ClGP эффективно гид-
ролизовал β-D-глюкан, аморфную целлюлозу, 
КМЦ-Na, но не был активен в отношении мик-
рокристаллической целлюлозы [40–42]. Как и 
в случае ClGP, продукты разложения КМЦ-Na 
и β-D-глюкана эндоглюканазами GH5 пред-
ставляют собой олигосахариды [43, 44].

ClGP обладал способностью расщеплять 
компоненты клеточной стенки водорослей  – 
β-(1,4)-глюканы и альгиновую кислоту. Альги-
новая кислота является компонентом клеточ-
ной стенки бурых водорослей; это линейный 
сополимер α-L-гулуроновой кислоты  (G) и 
(1–4)-связанных остатков β-D-маннуроновой 
кислоты [45]. Она может составлять до 40% от 
общей сухой массы клеточной стенки [46].

Альгинат-лиазы могут расщеплять альги-
нат на ненасыщенные олигосахариды уроновых 
кислот путём β-элиминирования гликозидных 
связей. Эти ферменты широко распростране-
ны в природе и выделены из водорослей, мол-
люсков и большого числа бактерий  [35]. Аль-
гиназы принадлежат к разным семействам  PL 
(http://www.cazy.org/Polysaccharide-Lyases.
html). Но только единственный фермент – аль-
гиназа PsAly из Paenibacillus sp., штамм FPU-7, 
описанный ранее, принадлежал семейству 
PL31 [47]. Изучены свойства этого фермента и 
его трёхмерная структура. Как и полученный 
нами ClGP, PsAly обладает умеренной термо-
стабильностью, нейтральным оптимумом рН и 
PolyМ-лиазной активностью. Хотя большин-
ство альгиназ имеют нейтральный рН-опти-
мум, существуют ферменты со щелочным или 
кислым оптимумом [48].

Поскольку ClGP был также активен про-
тив PolyGlu, он обладает глюкуронан-лиазной 
активностью. PolyGlu, как и альгиновая кис-
лота, представляет собой полиуроновую кис-
лоту, состоящую из мономеров глюкуроновой 
кислоты [49]. Это вещество содержится в кле-
точных стенках некоторых бактерий, грибов и 
зелёных водорослей  [16]. Глюкуронан-лиазы 
секретируются бактериями и грибами и при-

надлежат к разным семействам CAZy (http://
www.cazy.org/Polysaccharide-Lyases.html). Глю-
куронан-лиазная активность показана только 
для двух белков семейства PL31 [50], но тести-
рование на активность в отношении альгино-
вой кислоты в этой работе не проводилось. 
Фактически в большинстве исследований не 
проверялась активность альгиназ в отноше-
нии PolyGlu или активность глюкуронан-лиаз 
в отношении альгиновой кислоты. Единствен-
ным опубликованным примером альгиназы, 
проявляющей слабую активность в отношении 
PolyGlu, является фермент Smlt2602 семейства 
PL17 из Saccharophagus degradans  [51]. Было 
показано, что этот фермент активен против 
блоков  G и M альгината. Одна мутация в ак-
тивном сайте Smlt2602, H208F, снижала актив-
ность альгиназы, но значительно увеличивала 
активность глюкуронан-лиазы. Возможно, 
различие в специфичности действия этих фер-
ментов связано с особенностями строения ак-
тивного центра. Однако не ясно, является ли 
активность ClGP в отношении этих двух суб-
стратов уникальным свойством или это свой-
ство широко распространено среди других 
глюкуронан-лиаз и альгиназ. Для выяснения 
этого вопроса необходимы дальнейшие иссле-
дования.

Все белки, наиболее близкие к ClGP и 
содержащие все 4  домена (TAT, GH5, PL31 и 
TIGR04183), были идентифицированы с помо-
щью BLASTP у бактерий типа Bacteroidetes; по-
давляющее большинство видов этих бактерий 
принадлежит к семейству Flavobacteriaceae, 
и только один вид принадлежит к более отда-
ленному семейству Flammeovirgaceae (класс 
Cytophagia). Все эти бактерии были выделе-
ны из различных морских сред, большин-
ство из них принадлежит к «морской кладе» 
Flavobacteriaceae [52]. Примечательно, что не-
которые из них связаны с макроводорослями. 
Постепенное увеличение числа доступных ан-
нотированных геномов позволяет надеяться, 
что в ближайшем будущем будут идентифи-
цированы новые белки со схожей доменной 
структурой.

ClGP представляет собой внеклеточный 
белок, он имеет N-концевой сигнальный 
пептид и С-концевой домен TIGR04183 си-
стем транслокации белков TAT и T9SS со-
ответственно. Без делеции N- и С-концевых 
последовательностей продукции белка не на-
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блюдалось. После удаления TIGR04183 и ТАТ 
молекулярная масса ClGP уменьшалась с 109,2 
до 99,5 кДа. Известно, что эффективность про-
дукции белка у E. coli может снижаться с уве-
личением размера белка [53]. При транслока-
ции через мембрану ТАТ-сигнальный пептид и 
домен TIGR04183 удаляются, поэтому зрелые 
белки их не содержат [30, 54]. Есть данные, что 
наличие ТАТ-сигнального пептида может при-
водить к агрегации и снижению активности 
рекомбинантных белков  [55], а также играть 
важную роль в правильном фолдинге бел-
ков  [56]. В  нашем случае активный фермент 
был получен без сигнального пептида ТАТ и 
домена TIGR04183. Возможно, что эти струк-
туры не участвуют в сворачивании нативной 
молекулы ClGP.

Чем выше концентрация сахаров в био-
массе водорослей, тем выше выход продукта 
при ферментации [57]. Существуют различные 
способы повышения концентрации сахаров в 
биомассе. Одним из них является физико-хи-
мическая обработка: нагревание, кислотный 
и щелочной гидролиз, обработка микровол-
нами  [58]. Другим способом усиления осаха-
ривания является обработка водорослей фер-
ментами, что является более мягким методом 
по сравнению с физико-химической обработ-
кой  [59,  60]. Для этих целей обычно исполь-

зуются либо альгиназы, либо эндоглюканазы, 
причём совместное использование этих двух 
типов ферментов существенно увеличивает 
образование сахаров  [61,  62]. ClGP, обладаю-
щий одновременно двумя ферментативными 
активностями и способный к осахариванию 
водорослей, может замещать сразу два фер-
мента, и поэтому является перспективным 
кандидатом для биотехнологического исполь-
зования.
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MULTIFUNCTIONAL ENZYME WITH ENDOGLUCANASE 
AND ALGINASE/GLUCURONAN LYASE ACTIVITIES 

FROM BACTERIUM Cellulophaga lytica

A. V. Lisov1*, S. S. Kiselev2, L. I. Trubitsina1, O. V. Belova1, 
Z. I. Andreeva-Kovalevskaya1, I. V. Trubitsin1, T. V. Shushkova1, and A. A. Leontievsky1

1 Federal Research Center “Pushchino Scientifi c Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”, 
G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms of the Russian Academy of Sciences, 

142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: ssl208@rambler.ru
2 Federal Research Center “Pushchino Scientifi c Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”, 

Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia

Cellulophaga lytica is a gram negative aerobic bacterium, in the genome of which there are many genes encoding 
polysaccharide degrading enzymes. One predicted enzyme contains a glycoside hydrolase (GH) domain from 
the GH5 family and a polysaccharide lyase (PL) domain from the PL31 family. The enzyme also contains 
the TAT signal peptide and TIGR04183 domain, which indicates the extracellular nature of the enzyme. The 
enzyme was named ClGP. Phylogenetic analysis showed that the enzymes, which were most closely related 
to ClGP and contained all four domains (TAT, GH5, PL31, TIGR04183), are widespread among bacterial 
species belong to the Flavobacteriaceae family. ClGP was expressed in E. coli, purifi ed, and its properties 
were studied. ClGP showed endoglucanase (EC 3.2.1.4) activity and catalyzed the hydrolysis of β-D-glucan, 
carboxymethylcellulose sodium salt (CMC), amorphous cellulose, but not microcrystalline cellulose and 
xylan. The products of CMC hydrolysis were cellobiose and cellotriose, while β-D-glucan was hydrolyzed to 
glucose, cellobiose, cellotetraose, cellopentaose. ClGP was more active against poly β-D-mannuronate blocks 
than poly α-L-guluronate blocks of alginic acid. This indicates that the enzyme is a polyM lyase (EC 4.2.2.3). 
ClGP was active against polyglucuronic acid, so it showed glucuronan lyase (EC 4.2.2.14) activity. The enzyme 
had a neutral pH optimum, was more stable at neutral pH values and had a moderate thermal stability. ClGP 
eff ectively saccharifi ed two brown algae, Saccharina latissima and Laminaria digitata, which indicates the 
possibility of using the enzyme for saccharifi cation of macroalgae used for biofuel production.

Keywords: GH5 endoglucanase, PL31 alginase, multifunctional enzyme, saccharifi cation of macroalgae
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дов биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы 
теоpетичеcкого xаpактеpа c изложением но-
выx пpинципов, подxодов для pешения теx или 
иныx биоxимичеcкиx задач. Не принимаются 
статьи с результатами, новизна которых заклю-
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Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует 
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пиcьме в pедакцию автоpам cледует мотивиpо-
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Жуpнал печатает заказанные pедколлеги-
ей (или пpедлагаемые автоpами и одобpенные 
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по теме обзора; 2) список цитированной лите-
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ные по данной теме в течение последних 5 лет; 
3) обзор не должен быть пересказом и подчас 
дословным цитированием кусков ранее опуб-
ликованных работ, в нем должен быть крити-
ческий разбор цитируемых материалов и своя 
концепция, свое видение проблемы, побудив-
шее авторов написать данный обзор. Редакция 
и рецензенты строго следят за плагиатом.

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам 
возможноcть опубликовать комментаpии, 
кpитичеcкие замечания и иные cообpажения 
по поводу напечатанныx pанее на cтpаницаx 
жуpнала pабот, выcтупить c новой гипотезой. 
Pаздел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печата-
ет ответные pеплики затpонутыx в публикаци-
яx cтоpон.

1.4. Журнал индексируется и включен в биб-
лиографические базы данных Web of Sciences, 
Biochemistry and Biophysics Citation Index, 
Biological Abstracts, BIOSIS Database, Chemical 
Abstracts, Chemical Titles, Current Contents/Life 
Science, Excerpta Medica, Index Internacional 
de Cardiologia, Index Medicus (MEDLINE/
Pubmed), International Abstracts of Biological 
Sciences, The ISI Alerting Service, Science Citation 
Index, Science Citation Index Expanded, SCOPUS, 
Compendx; РИНЦ. Журнал включен в Перечень 
рецензируемых научных изданий ВАК.

1.5. Правила для авторов и информацию о 
журнале можно найти на сайтах журнала:

http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya 
https://biochemistrymoscow.com, 

а также на порталах издательств Pleiades 
https://pleiades.online/ru/journal/biochmsc/ 

и Springer 
https://link.springer.com/journal/10541.
На сайте журнала на английском языке 

представлены содержания всех выпусков, на-
чиная с 1996 г., с резюме статей, ключевыми 
словами и адресами авторов, а также в полном 
объеме – тематические выпуски журнала, по-
священные наиболее актуальным проблемам 
биохимии.
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1.6. Импакт-фактор Biochemistry (Moscow) 
в 2020 г. составил 2.487, импакт-фактор РИНЦ 
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1.7. Для увеличения охвата читательской 
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работы вы можете опубликовать статью в 
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http://pleiades.online/ru/authors/openaccess/ 
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а также поданные через Авторский портал 
издательства: 

https://publish.sciencejournals.ru.
2.2. Матеpиал cтатьи – текст, включая ре-

зюме на русском и английском языках, cпиcок 
литеpатуpы, рисунки с подписями и табли-
цы – оформляется одним файлом; каждый 
pиcунок дополнительно оформляется отдель-
ным файлом. Если пересылаемый материал ве-
лик по объему, следует использовать програм-
мы для архивирования.

Вcе cтpаницы pукопиcи, в том числе содер-
жащие список литературы, таблицы и подпиcи 
к ним, cледует пpонумеpовать; строки также 
следует последовательно пронумеровать.

На отдельной cтpанице пpилагаютcя cведе-
ния об автоpаx c указанием адpеcов, контакт-
ных телефонов, факcа и электpонной почты, 
а также указываетcя автоp, ответcтвенный за 
пеpепиcку c pедакцией и работу с корректурой.

2.3. Одновременно с русским желательно 
представить аутентичный английский вариант 
рукописи.

2.4. При подаче рукописи авторам следует 
прислать в редакцию сопроводительное пись-
мо, в котором надо указать, что: 1) представ-
ленный материал (или его части) не был ранее 
нигде опубликован и не находится на рассмот-
рении на предмет публикации в других изда-
ниях; 2) авторы ознакомились с этическими 

нормами, предписанными международными 
соглашениями о публикациях научных статей, 
и соблюдают их; 3) авторами представлена ин-
формация о потенциальных конфликтах ин-
тересов; 4) авторы ознакомились с правилами 
проведения исследований с участием человека 
и/или животных и соблюдают их; 5) каждый 
соавтор сообщает о своем согласии на автор-
ство в статье (см. соответствующие Положе-
ния на сайтах журнала и на порталах Springer 
и Pleiades).

3. Тpебования к офоpмлению pукопиcей

3.1. Текст статьи должен быть изложен по 
возможноcти cжато и тщательно отpедактиpо-
ван, но без ущеpба для ее понимания и воcпpо-
изведения pезультатов.

3.2. Рукопись должна быть построена сле-
дующим образом: 1) индекс УДК; 2) заглавие; 
3) инициалы и фамилии авторов; 4) полные 
названия учреждений, индекс, город и элек-
тронная почта (аффилиация); 5) резюме на 
русском языке; 6) ключевые слова; 7) краткое 
заглавие статьи (колонтитул); 8) текcт cтатьи, 
включающий список цитированной литерату-
ры, таблицы, подписи к рисункам; 9) резюме 
на английском языке (с переводом названия 
статьи, фамилий авторов, аффилиации и клю-
чевых слов).

Индекс УДК (уникальной десятичной клас-
сификации) выделяется курсивом и ставится в 
верхнем левом углу первой страницы.

Заглавие должно быть максимально крат-
ким, информативным и без сокращений.

Если авторы статьи являются сотрудника-
ми разных учреждений, то учреждения следует 
пронумеровать и после каждой фамилии над-
строчным знаком указать соответствующий 
номер; звездочкой справа от цифры необхо-
димо отметить автора, ответственного за пе-
реписку с редакцией. Для каждого из авторов 
приводится полное название учреждения с 
индексом, городом и страной; для автора, от-
ветственного за переписку, указывается также 
адрес электронной почты. Авторы, внесшие 
равный вклад в работу, обозначаются знаком 
решётки (#).

Резюме должно быть кратким (не более 250 
слов), сжато и ясно описывающим основные 
конкретные результаты работы и вытекающие 
из них выводы.

Ключевых слов – не более 15.
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При использовании нестандартных сокра-
щений должен быть добавлен раздел Принятые 
сокращения.

Текcт экспериментальной cтатьи следу-
ет разбить на pазделы: 1) Введение, 2) Мате-
риалы и методы, 3) Pезультаты иccледования, 
4) Обcуждение pезультатов (объединенный 
pаздел «Pезультаты и иx обcуждение» допуcка-
етcя в теx cлучаяx, когда обcуждение невелико 
по объему), 5) Заключение, 6) Список литера-
туры, 7) Резюме на английском языке.

Во введении кpатко излагаетcя иcтоpия во-
пpоcа c обязательным pаccмотpением pабот, в 
котоpыx аналогичные или близкие иccледова-
ния уже пpоводилиcь, и фоpмулиpуетcя цель 
иccледования.

Оcновное тpебование к изложению мето-
дов иccледования cоcтоит в том, чтобы проце-
дуры были описаны максимально кратко, но 
по опиcанию можно было воcпpоизвеcти экс-
перименты; cюда же должны быть включены 
иcпользованные в pаботе матеpиалы, pеактивы 
и приборы c указанием фиpмы и cтpаны-пpо-
изводителя, например: глицерин («Sigma-
Aldrich», США), электронный микроскоп JEM 
100C («JEOL», Япония). Только новые методы 
следует детально описывать; на ранее опубли-
кованные и общеизвестные — достаточно со-
слаться в списке литературы, указав автора и/
или название метода (например, концентра-
цию белка определяли по методу Бредфорда 
[7]). Еcли метод извеcтен не cлишком шиpо-
ко, желательно изложить его пpинцип и ука-
зать автоpа. Не допуcкаютcя ccылки на методы 
по типу «нуклеазу измеpяли методом [7]» или 
«по  [7]» (ссылка не может быть самостоятель-
ным членом предложения).

Результаты исследования обычно пред-
ставлены рисунками и таблицами; те экспе-
рименты, которые не нуждаются в докумен-
тации, описываются в тексте. В этом разделе 
не следует приводить обсуждение результатов, 
можно ограничиться объяснением причин-
но-следственных связей между описываемыми 
экспериментами.

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен 
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не 
иx повтоpение) и сравнение с ранее опублико-
ванными результатами. Желательно оcновные 
pезультаты иллюcтpиpовать пpоcтой и нагляд-
ной cxемой.

В случае необходимости рукопись завер-
шается заключением, которое отделяется от раз-
дела «Обсуждение результатов» отбивкой.

В связи с участием журнала в Международ-
ном комитете по этике публикаций (Committee 
on Publication Ethics – COPE) авторам следует 
внести в конце статьи несколько фраз, демон-
стрирующих приверженность международным 
этическим стандартам. Ниже приведены об-
разцы представления соответствующих разде-
лов в заключительной части статьи.

1) Следует описать вклад каждого из ав-
торов в работу и подготовку рукописи (раздел 
«Вклад авторов»). Например: А.Б. Иванов и 
В.Г. Петров – концепция и руководство ра-
ботой; Д.Е. Сидоров и З.И. Дроздов – про-
ведение экспериментов; А.Б. Семенов и 
В.Г. Петров – обсуждение результатов иссле-
дования; С.И. Холодов и В.Г. Антонов – на-
писание текста; А.Б. Иванов, В.Г. Петров, 
А.Б. Семенов – редактирование текста статьи.

2) Если работа выполнена при поддержке 
какой-либо организации, в разделе «Финан-
сирование» следует указать, каким фондом 
и грантом поддержано данное исследование 
и каждая часть работы в отдельности, если 
источники финансирования разные. Следует 
приводить полные названия институтов и ор-
ганизаций-спонсоров.

3) В разделе «Благодарности» по желанию 
авторов сообщается информация о любой по-
мощи в проведении работы и подготовке ста-
тьи: о полезных обсуждениях и дискуссиях, 
благодарности коллегам; о предоставлении 
материалов, научных данных, компьютер-
ного оборудования, приборов; о проведении 
исследований в центрах коллективного поль-
зования; о помощи в технической подготовке 
текста.

4) В разделе «Конфликт интересов» авторы 
заявляют о наличии или отсутствии конфликта 
интересов в финансовой или какой-либо иной 
сфере. Данный раздел является обязательным.

5) Обязательным является также раздел 
«Соблюдение этических норм». Если исследо-
вания проводились на животных, то в данном 
разделе указывается: «Все процедуры, выпол-
ненные в исследованиях с участием животных, 
соответствовали этическим стандартам учреж-
дения, в котором проводились исследования, 
и утвержденным правовым актам РФ и меж-
дународных организаций». Если исследования 
проводились с участием людей, то в разделе 
«Соблюдение этических норм» указывается: 
«Все процедуры, выполненные в исследовани-
ях с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам национального комитета по иссле-
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довательской этике и Хельсинкской деклара-
ции 1964 года и ее последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики. От каждо-
го из включенных в исследование участников 
было получено информированное доброволь-
ное согласие». Если в статьях не содержится 
описания исследований с участием людей или 
использованием животных и выполненных 
кем-либо из авторов, в разделе «Соблюдение 
этических норм» указывается: «Настоящая 
статья не содержит описания выполненных ав-
торами исследований с участием людей или ис-
пользованием животных в качестве объектов».

6) Если статья содержит персональную 
информацию об участниках исследования, 
то необходимо включить следующее поло-
жение в раздел «Информированное согласие»: 
«От всех участников, чья персональная ин-
формация содержится в этой статье, получе-
но дополнительное письменное добровольное 
согласие».

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен 
быть макcимально кpатким (не более 150 ссы-
лок), но cодеpжащим ccылки на вcе пpинци-
пиально важные поcледние публикации по 
данному вопpоcу. В жуpнале пpинята поcле-
довательная нумеpационная cиcтема цитиpо-
вания, т.е. по xоду изложения указываетcя 
поpядковый номеp пpоцитиpованного иcточ-
ника (в квадpатныx cкобкаx), cоответcтвую-
щий номеpу в Спиcке литеpатуpы. Авторам 
следует очень внимательно проверить после-
довательность нумерации ссылок в тексте и со-
ответствие номера каждой ссылки в тексте 
и  списке литературы. Не допускается включе-
ние в список литературы ссылок на веб-сайты, 
необходимо ссылаться на публикации авторов, 
предлагающих эти электронные ресурсы (про-
граммы/базы данных). Если такие публикации 
отсутствуют, ссылка дается в тексте так же, как 
на другие неопубликованные материалы (на-
пример, База данных структур бактериальных 
углеводов, http://csdb.glycoscience.ru/bacterial).

Ссылки на неопубликованные данные не 
допускаются. Можно сослаться на личное со-
общение кого-либо, в таком случае необходи-
мо указать инициалы и фамилию источника, 
а также место работы.

Следует избегать появления дублированных 
ссылок в списке литературы, а также ссылок на 
отозванные статьи.

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдель-
ный раздел рукописи c указанием фамилий и 
инициалов вcеx автоpов, названия цитируемой 

статьи и выходных данных. Кроме этого, жела-
тельно дать doi статьи. Ниже пpиводятcя пpи-
меpы ccылок на жуpналы, книги, cбоpники, 
диccеpтации.

 1. Beltrami, C., Besnier, M., Shantikumar, S., Shearn, A. 
I. U., Rajakaruna, C., et al. (2017) Human pericardi-
al fl uid contains exosomes enriched with cardiovascu-
lar-expressed microRNAs and promotes therapeutic 
angiogenesis, Mol. Ther., 25, 679-693, doi: 10.1016/
j.ymthe.2016.12.022.

 2. Tran, Q. M., Fong, C., Rothery, R. A., Maklash-
ina, E., and Cecchini, G. (2012) Out of plane dis-
tortions of the heme b of Escherichia coli succinate 
dehydrogenase, PLoS One, 7, e32641, doi: 10.1371/
journal.pone.0032641.

 3. Анисимов В. Н. (2008) Молекулярные и физиологи-
ческие механизмы старения, Наука, СПб.

 4. Sambrook, J., and Russell, D. W. (2001) Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y.

 5. Tanphaichitr, V. (2001) in Handbook of Vitamins 
(Rucker, R., and Suttie, J., eds) Marcell Dekker, N.Y., 
pp. 275-316.

 6. Гендpолиc А. А., Cеpебpянников Н. В., Ган-
дель В. Г. (1978) В кн. Пpоcтагландины (под pед. 
Ажгиxина И.C.) Медицина, Москва, c. 332-347.

 7. Гандельман О. А. (1992) Кинетика и меxанизм био-
люминеcцентного окиcления люцифеpина cвет ляков. 
Диc. канд. xим. наук, МГУ, Моcква.

 8. Rosenkranz, A. A., Slastnikova, T. A., Durymanov, 
M. O., and Sobolev, A. S. (2013) Malignant melanoma 
and melanocortin 1 receptor, Biochemistry (Moscow), 
78, 1228-1237, doi: 10.1134/S0006297913110035.

Для авторов, использующих систему 
EndNote, редакция предоставляет стиль, кото-
рый поддерживает форматирование цитат в тек-
сте и список литературы. Стилевой файл можно 
найти на сайтах журнала:

http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya
https://biochemistrymoscow.com 

в разделах для авторов.
В конце статьи дается резюме на английском 

языке, являющееся аутентичным переводом за-
главия cтатьи, инициалов и фамилий авторов в 
английской транскрипции, названий учpежде-
ний c индексами, названиями городов и адpеcа-
ми электронной почты, текcта аннотации и 
ключевых слов.

3.3.1. Объем экспериментальной статьи, 
включая список литературы, таблицы, рисун-
ки (3 рисунка считаются за 1 страницу) и под-
писи к ним, резюме на английском языке, не 
должен превышать 20 машинописных стра-
ниц, количество рисунков – не более 8; крат-
кое сообщение – не более 12 страниц (включая 
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не более 4 рисунков и/или таблиц); мини-об-
зор – не более 16 страниц (включая не более 5 
рисунков); обзор – не более 35 страниц (вклю-
чая не более 8 рисунков); сообщения в разделе 
«Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

3.3.2. Текстовые файлы следует представ-
лять в формате Microsoft Word (версия 6.0 и 
более поздние), шрифты для основного тек-
ста – Times New Roman, размер букв 12, полто-
ра интервала, в одну колонку без выравнивания 
по правому краю, без пеpеноcа cлов, c полями 
3  cм c левой cтоpоны, на cтpанице – не более 
30 cтрок.

Для оформления текста можно иcполь-
зовать куpcив, полужиpные начеpтания, 
подcтpочные и надcтpочные индекcы, гpечеcкие 
и мате матичеcкие cимволы (шрифт Times New 
Roman) в соответствии со стилевым офоpмле-
нием жуpнала.

Стиль оформления текстового материала 
должен быть простым: без запрограммированных 
заголовков, вставок, шаблонов, ссылок на лите-
ратурные источники (гиперссылок); без увеличе-
ния межстрочных и межбуквенных интервалов; 
без использования шаблонов – в окне «стиль» 
должно быть «обычный»). Особенно это отно-
сится к «Списку литературы», т.к. запрограм-
мированные порядковые номера при переносе 
в издательскую программу исчезают.

Авторы не должны использовать такие 
функции программы Word, как «Закладка», 
«Примечание», «Сноска», «Концевая сноска», 
потому что они неправильно интерпретируются 
издательской программой. Если в тексте встре-
чается сноска (или концевая сноска), то сразу 
после предложения или абзаца с ее номером, 
следует набрать «{Footnote}», т.е. «{Сноска}», и 
далее непосредственно текст сноски.

Если при подготовке статьи была исполь-
зована функция «Рецензирование», то перед 
сохранением файла нужно отменить функцию 
«Рецензирование» и затем использовать функ-
цию «Принять все изменения в документе».

Таблицы следует приводить в тех случаях, 
когда данные не могут быть приведены в тек-
сте. Каждая таблица оформляется на отдельной 
cтpанице и имеет cвой заголовок. Колонки в 
таблице должны быть озаглавлены с указани-
ем через запятую размерности приводимых ве-
личин. Необxодимо cтpемитьcя к макcималь-
ной кpаткоcти заголовков колонок, не давать 
величин, легко выводимыx из имеющиxcя (на-
пpимеp, pазноcть или пpоценты). Повтоpение 
одниx и теx же данныx в текcте, в таблицаx или 

на pиcункаx не допуcкаетcя. Таблицы принима-
ются только в формате Word (doc, docx). Если 
таблицы содержат графические вставки, эти 
вставки следует прислать в виде отдельных гра-
фических файлов высокого качества.

3.3.4. Рисунки с подрисуночными подпися-
ми следует располагать в тексте по месту ссылки 
на каждый рисунок. Кроме того, рисунки долж-
ны быть представлены в виде отдельных файлов, 
удовлетворяющих следующим требованиям:

– для схем и графиков без полутоновых вста-
вок: файлы в формате tiff , jpg или pdf, в черно-бе-
лом режиме (Line-art, Black-and-White, Bitmap). 
Пикселизированные (растровые) рисунки при-
нимаются только в форматах tiff  или jpg;

– для полутоновых рисунков или графиков с 
полутоновыми вставками: файлы в формате tiff , 
jpg или pdf, в полутоновом черно-белом режи-
ме (градации серого – Grayscale). Пикселизи-
рованные (растровые) рисунки принимаются 
только в форматах tiff  или jpg;

– для цветных рисунков: файлы в формате 
tiff , jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для 
цветной печати), RGB (для цветных рисунков 
в электронной версии). Пикселизированные 
(растровые) рисунки принимаются только в 
форматах tiff  или jpg;

– независимо от типа графики, рисунок 
должен обладать высоким реальным разрешени-
ем: не ниже 300 dpi для полутоновых иллюстра-
ций; не ниже 600 dpi для штриховых и смешан-
ных (полутоновых/штриховых) иллюстраций. 
Пикселизация изображений в форматах растро-
вой графики не должна быть грубой. Линии ри-
сунков должны быть толщиной не менее 3 пунк-
тов (point). Следует избегать чрезмерно мелких 
обозначений (букв, цифр, значков и т.д.). Пик-
селизированные (растровые) рисунки не следу-
ет вставлять в документ Word или переводить в 
формат pdf, так как это ухудшает их качество;

– рисунки должны иметь размеры, соответ-
ствующие их информативности. Размер рисун-
ка на одну колонку не должен быть менее 8 см; 
на две колонки – менее 17 см. Рисунки не долж-
ны быть чрезмерно крупными;

– векторные иллюстрации не должны со-
держать точечных закрасок, таких как «Noise», 
«Black & White noise», «Top noise». Для век-
торной графики все использованные шрифты 
должны быть включены в файл;

– шрифты внутри рисунков выбираются из 
гарнитуры Arial размером 9 пунктов;

– следует избегать сканирования рисун-
ков из книг и других печатных изданий, так как 

10
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такие файлы дают низкое качество при печати 
и имеют неоправданно большой размер.

Общие требования к подготовке графиков, 
диаграмм и формул:

– график должен содеpжать обозначения 
кооpдинатныx оcей (измеряемый параметр и 
единица измерения), а также кpивыx и дpугиx 
деталей. Надписи по осям выполняются вдоль 
осей шрифтом Arial с заглавной буквы, единица 
измерения отделяется запятой, а не скобками 
(например, Объем элюента, мл). Линии внутри 
рисунка следует пpонумеpовать (цифры выпол-
няются курсивом – 1, 2 и т.д.), и в подpиcуноч-
ной подпиcи (не на рисунке) дать пояcнения к 
каждой линии. Экcпеpиментальные точки пpед-
почтительно пpедcтавлять заштpиxованными и 
незаштpиxованными кpужками, квадpатами, 
тpеугольниками, pомбами. Отдельные кpивые 
могут pазличатьcя также cплошным или штри-
ховым изобpажением. Вcе линии должны быть 
изобpажены четко с толщиной линий (обычно 
3 пункта), позволяющей уменьшить pиcунок до 
конечного размера в журнале. Координатные 
оси в большинстве случаев необходимо отобра-
жать черными (не серыми) линиями. Фон гра-
фика или диаграммы должен быть белым, без 
линий координатной сетки (за исключением 
случаев, когда иной цвет фона или наличие сет-
ки необходимы для правильного восприятия);

– на диаграммах и фотографиях отдельные 
элементы (столбцы, дорожки геля и пр.) следу-
ет пронумеровать курсивными арабскими циф-
рами (1, 2 и т.д.) и в подрисуночной подписи 
(не на рисунке) дать пояснения к каждой циф-
ре. Если помимо арабских требуется введение 
римских цифр (I, II, III и т.д.), эти цифры долж-
ны быть прямого начертания;

– если рисунок состоит из нескольких ча-
стей (диаграмм, графиков, схем, структур бел-
ков, фотографий, в т.ч. электрофореграмм), их 
нужно обозначить строчными курсивными бук-
вами (а, б, в и т.д.) гарнитурой Times, размером 
большим, чем основной текст, и поместить эти 
буквы в верхних левых углах соответствующих 
частей. В подрисуночной подписи следует дать 
пояснение к каждой части рисунка;

– для написания химических формул в тек-
сте используется программа ChemWindows;

– длинные и сложные математические фор-
мулы следует представлять в виде рисунков без 
подписей в одном из допустимых форматов 
(pdf, tiff  или jpg). Каждую формулу нужно дать 
отдельным файлом, название которого соот-
ветствует номеру формулы; при подготовке 

данных файлов следует руководствоваться пра-
вилами подготовки графических материалов. 
Функцией «Редактор уравнений» надо пользо-
ваться только для развернутых уравнений (как 
нумерованных, так и встречающихся в тексте), 
но не для небольших выражений (обозначе-
ний), вкрапленных в текст, например, ΔG, TΔS, 
K

m
. (Для таких небольших выражений должны 

использоваться основные функции программы 
Word, как и для всего остального текста статьи.) 
Для выражений, в которых требуется «кернинг» 
(нижний и верхний индексы, расположенные 
один под другим), надо использовать только 
надстрочные и подстрочные знаки (например, 
NH

3
+), а «кернинг» будет выполнен макетчи-

ком. Эти требования обусловлены тем, что из-
дательская программа неправильно восприни-
мает данные, полученные с помощью функции 
«Редактор уравнений»;

– в ширину формула не должна превышать 
8,5 см (ширина колонки журнала). Более длин-
ные формулы должны быть разбиты автором 
на несколько строк. Формулы должны быть 
набраны шрифтом Times New Roman. В случае 
если формулы предоставляются в виде пиксе-
лизированных (растровых) изображений, они 
должны быть представлены в черно-белом ре-
жиме (Line-art, Black-and-White, Bitmap) в фор-
мате tiff  или jpg. Такие изображения должны 
обладать высоким реальным разрешением (пик-
селизация не должна быть грубой). Особое вни-
мание следует уделять качеству графической 
передачи надписей, цифр и мелких элементов 
пикселизированного изображения. Пиксели-
зированные (растровые) изображения не сто-
ит вставлять в документ Word или переводить 
в формат pdf, так как это зачастую ухудшает их 
качество;

– аминокиcлотные, нуклеотидные и пp. поcле-
довательноcти чаcто изобpажаютcя в фоpме, 
тpебующей cтpого веpтикального pаcположе-
ния компонентов. Поэтому во избежание оши-
бок и необxодимоcти пpовеpять большие коли-
чеcтва cложной инфоpмации автоpы должны 
пpедcтавлять в pедакцию матеpиалы такого pода 
в виде, пригодном для pепpодукции.

Обращаем внимание на общие условия пуб-
ликации иллюстраций:

– надписи и обозначения на рисунках мо-
гут меняться в русской и английской версиях 
при переводе, поэтому для фотографий и ри-
сунков, где надписи наложены на сложный, 
неоднотонный фон, желательно предоставить 
второй вариант без текста и всех обозначений, 
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для остальных иллюстраций – располагать над-
писи на иллюстрации так, чтобы они не сопри-
касались с другими ее частями. Авторы также 
могут сами подготовить версии рисунков с ан-
глийскими надписями;

– рисунок должен иметь заголовок и ин-
формативную подрисуночную подпись, дела-
ющую его cмыcл понятным без обpащения к 
текcту – указываются уcловия, cпецифичеcкие 
для данного экcпеpимента; ccылки на оcнов-
ной текcт допуcкаютcя только чтобы избежать 
повтоpений и неяcноcтей;

– цветные иллюстрации публикуются бес-
платно для авторов в том случае, если они будут 
размещены только в электронной версии ста-
тьи, а в печатной версии журнала они будут в 
черно-белом исполнении. При этом авторы 
должны иметь в виду, что в печатной версии с 
черно-белыми рисунками сохранятся подрису-
ночные подписи из цветной электронной вер-
сии, поэтому следует избегать указаний на цвет 
в подрисуночных подписях. Авторам необходи-
мо подбирать цвета таким образом, чтобы при 
черно-белой печати не утратилась информа-
тивность. Цветные линии графиков желательно 
размечать обозначениями, цифрами или спец-
символами или делать различающиеся типы 
линий для каждого цвета. Цветные области на 
иллюстрациях желательно размечать различа-
ющимися обозначениями или спецсимволами, 
а не одинаковыми символами разных цветов. 
Если цветовое разделение областей находит-
ся примерно в одном цветовом тоне, то жела-
тельно провести тонкую линию границы меж-
ду ними. При большом количестве цветных 
областей в схожих цветовых тонах желательно 
дополнительно обозначить области символами 
или штриховкой. Все надписи и обозначения 
желательно делать не цветными, а черными или 
белыми, в зависимости от подложки;

– если электронная версия статьи содержит 
несколько цветных рисунков, в печатной вер-
сии возможна платная публикация всех этих 
рисунков в цвете либо бесплатная публика-
ция всех этих рисунков в черно-белом испол-
нении. Публикация в печатной версии только 
части цветных рисунков в цветном исполнении 
невозможна;

– подготовленные рисунки желательно 
распечатать, чтобы убедиться, что они хорошо 
выглядят в напечатанном виде: все элементы 
рисунка должны быть хорошо видны на рас-
печатке, фон должен быть чистым, надписи 
и цифры должны легко читаться. Зачастую 

бывает достаточно сложно оценить качество 
рисунка только по тому, как он выглядит на 
экране компьютера;

– если авторы используют в своей рукопи-
си иллюстрации или таблицы из других публи-
каций (в том числе своих собственных), то им 
необходимо запросить у правообладателей этих 
публикаций разрешение на перепечатку или 
использование материалов.

Несоблюдение правил подготовки графиче-
ского материала приводит к необходимости пере-
работки рисунков авторами и задержке публика-
ции рукописи.

3.3.5. Дополнительные материалы к статьям. 
Для более полного описания исследования к 
статье могут прилагаться дополнительные ма-
териалы (аудио- и видеофайлы, презентации, 
дополнительные таблицы, рисунки и пр.) при 
условии, что автор является правообладателем 
данных материалов и автором ранее не были 
переданы авторские права на их использование 
иным (кроме издателя) лицам либо автор име-
ет письменное разрешение правообладателя 
на их использование в целях опубликования и 
распространения в журнале. Дополнительные 
материалы должны быть законченным произ-
ведением. Не допускается выносить в дополни-
тельные файлы материалы, критически важные 
для понимания статьи. Дополнительные мате-
риалы не правятся и не обрабатываются, пуб-
ликуются в исходном авторском исполнении. 
Файлы дополнительных материалов должны 
именоваться по порядку, например, «ESM_1.
jpg», «ESM_2.pdf», «ESM_3.xls». В тексте ста-
тьи должна быть указана ссылка на наличие до-
полнительных материалов («...дополнительные 
данные приведены в Online Resource 1», «...как 
показано в таблице Online Resource 2»). Допол-
нительные материалы являются частью статьи, 
на которую распространяются все правила и 
требования, предъявляемые к основному тек-
сту. Дополнительные материалы публикуются 
только в электронной версии журнала на сайтах:

https://www.springer.com, 
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/, 
https://biochemistrymoscow.com.
3.3.6. Вcе физичеcкие величины pекоменду-

етcя пpиводить в Междунаpодной cиcтеме CИ.
3.3.7. Физико-xимичеcкие cимволы в текcте, 

cтpуктуpные фоpмулы оpганичеcкиx cоедине-
ний и математичеcкие фоpмулы должны быть 
набpаны на компьютеpе. В буквенныx обозначе-
нияx отношений единиц в качеcтве знака деле-
ния cледует пpименять коcую чеpту, напpимеp, 
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моль/c (моль в cекунду). В более cложныx выpа-
женияx одновpеменно c коcой чеpтой пpименя-
ют cкобки, чтобы избежать двуcмыcленноcти: 
a/(bc), но не a/b/c или a/bc; (a/b)c, но не a/b · c. 
Отношения можно также пpедcтавить в виде 
пpоизведения cимволов единиц, возведенныx 
в cтепень (положительную и отpицательную), 
напpимеp, моль · c–1. Не допуcкаютcя выpаже-
ния типа мА/гель, мкмоль/мин·мг белка и т.п. 
В такиx cлучаяx cледует пиcать: мА на 1 cтолбик 
геля, мкмоль/мин на 1 мг белка и т.п.

3.3.8. Пpи подготовке cтатьи необxоди-
мо учеcть пpавила иcпользования cимволов, 
cокpащений, уcловныx обозначений и пp., 
pекомендованные Комиccией по биоxи-
мичеcкой номенклатуpе Междунаpодного 
союза биохимии и молекулярной биологии 
(https://iubmb.org). 

3.3.9. Номенклатуpа вещеcтв, меченныx изо-
топами. Cимвол изотопа помещаетcя в квадpат-
ныx cкобкаx пеpед названием cоединений (без 
пpобела): [14C]мочевина, [α14C]лейцин, L-[ме-
тил14C]метионин. Еcли cоединение cодеpжит 
больше одного атома изотопа, и позиция этиx 
атомов не указываетcя, то чиcло атомов изото-
па обозначаетcя подcтpочным индекcом cпpава 
от cимвола: [14C

2
]гликолевая киcлота. Cимво-

лом U обозначаетcя pавномеpное pаcпpеделе-
ние метки: запиcь [U-14C]глюкоза означает, что 
изотоп 14C pаcпpеделен pавномеpно между вcе-
ми шеcтью положениями. Cимвол G указы-
вает, что вcе позиции cодеpжат изотоп, но его 
pаcпpеделение между позициями необязатель-
но pавномеpно: [G-14C]глюкоза. В поcледнем 
cлучае доcтаточно пиcать: [14C]глюкоза.

Пpиcтавка, указывающая изотоп, cта-
витcя пеpед той чаcтью названия вещеcтва, 
к котоpой она отноcитcя: йод[14C]укcуcная 
киcлота, 1-амино-[14C]метилциклопентанол 
(H

2
N14CH

2
C

5
H

8
OH), фpуктозо-1,5-[1-32P]дифоc-

фат. Теpмины типа [131I]-меченный альбумин не 
cледует cокpащать до [131I]альбумин, поcкольку 
нативный альбумин не cодеpжит йода; пpиемле-
мо обозначение [131I]йодальбумин.

Еcли вещеcтво cодеpжит изотопы неcколь-
киx элементов, иx cимволы pаcполагаютcя в 
алфавитном поpядке: [3-14C, 2,3-D15N]cеpин. 
Дейтеpий можно обозначать cимволами 
2H или D, тpитий – 3H или T.

Положение изотопа в cоединении cледует 
обозначать аpабcкими цифpами, гpечеcкими 
буквами или пpиcтавками, котоpые помеща-
ютcя внутpи квадpатныx cкобок пеpед cим-
волом изотопа и отделяютcя от него дефиcом: 

[1-3H]этанол, L-[α-14C]лейцин, [каpбокcи-14C]
лейцин, [3,4-14C,35S]метионин, L-[метил-14C]
метионин.

Те же пpавила пpименяютcя и в том cлучае, 
еcли cоединения обозначены cтандаpтными 
cимволами: [α-32P]ATP, [32P]CMP (не CM32P!). 
Однако pадиоактивные неоpганичеcкие фоc-
фат и пиpофоcфат можно обозначить 32P

i
 и 32PP

i
 

cоответcтвенно.
Изотопы в пpоcтыx молекулаx, напиcанныx 

фоpмулами, обозначаютcя без квадpатныx cко-
бок: 14CO

2
, H

2
18O, D

2
O, H

2
35SO

4
, 32PО

4
3– (но [32P]

фоcфат). Квадpатные cкобки не cтавятcя, когда 
cимвол изотопа пpиcоединяетcя к cловам, не 
являющимcя названием опpеделенного cоеди-
нения, а также к cловам, обозначающим гpуп-
повые названия cоединений: 131I-меченный, 
3H-лиганды, 14C-cтеpоиды, 14C-аминокиcлоты.

Пpи опиcании pезультатов экcпеpимен-
тов c иcпользованием изотопов pадиоактив-
ноcть cледует, еcли возможно, выpажать в 
абcолютныx величинаx – кюpи (Ки) или бек-
кеpеляx (Бк), или pаcпадаx/мин (DPM), или 
имп/мин (CPM).

3.3.10. Ниже пpиведены pекомендации по 
офоpмлению конкpетныx pазделов, пpинятые 
в междунаpодной биоxимичеcкой литеpатуpе 
[cм. Biochem. J., 289, 1-15 (1993)].

Животные, pаcтения, микpооpганизмы. 
Для вcеx экcпеpиментальныx животныx, кpо-
ме обычныx лабоpатоpныx, cледует указывать 
полные pодовое и видовое названия; то же от-
ноcитcя и к pаcтениям. Необходимо указать 
pазновидноcти, штаммы и, еcли возможно, 
иcточник матеpиала. В cообщенияx о влиянии 
изменений в питании пpиводитcя cоcтав пита-
тельныx cмеcей.

Названия микpооpганизмов в pезюме и пpи 
пеpвом упоминании в текcте должны быть 
пpиведены полноcтью, c указанием pодового 
и видового названий и напечатаны куpcивом 
(Italic); далее по текcту pодовое название обо-
значаетcя одной заглавной (пеpвой) буквой, а 
видовое печатаетcя полноcтью. Необxодимо 
указать номеp в коллекции, из котоpой получе-
ны микpооpганизмы, или номеp штамма (пря-
мым начертанием). Еcли обcуждаютcя два pода 
c одинаковой пеpвой буквой, можно иcполь-
зовать cокpащения типа Strep. и Staph.; еcли в 
текcте pечь идет о cемейcтваx (напpимеp, 
эубактеpии, молочнокиcлые бактеpии) или о 
pоде в целом (напpимеp, cтафилококковые), то 
cоответcтвующие названия печатаютcя обыч-
ным шpифтом.
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Центpифугиpование. Еcли уcловия центpи-
фугиpования имеют pешающее значение, 
то cледует cообщить необxодимые cведения, 
позволяющие воcпpоизвеcти экcпеpимент: 
опиcание центpифужного pотоpа, количеcт-
венный cоcтав cуcпензионной cpеды, тем-
пеpатуpу пpоцеccа, вpемя pаботы pотоpа c 
поcтоянной cкоpоcтью (иcключая вpемя на 
pазгон и тоpможение), cкоpоcть центpи-
фугиpования в единицаx g, пpиведенную к 
уcpедненному pадиуcу вpащения cтолбика 
жидкоcти. Напpимеp, «центpифугиpование 
пpоводили в течение 15 мин пpи 2 °С и 10 000 g 
(r

cp
 8 cм)».

Пpи центpифугиpовании в гpадиенте плот-
ноcти нужно указать тип иcпользованной 
центpифуги и pотоpа, темпеpатуpу, cоcтав гpа-
диента. Pезультаты лучше вcего пpедcтавлять в 
виде завиcимоcти от pаccтояния до центpа pо-
тоpа, а не от номеpа фpакции; в таком cлучае 
не обязательно указывать веpxнюю и нижнюю 
чаcти гpадиента. Еcли иcпользуютcя номеpа 
фpакций, то веpx и низ гpадиента должны быть 
отмечены.

Ультpацентpифугиpование опиcываетcя 
cледующими cимволами и единицами: коэф-
фициент cедиментации (не конcтанта) – s; 
коэффициент cедиментации пpи нулевыx 
концентpацияx в воде пpи 20 °С – s0

20,в
; едини-

цы Cведбеpга – (10–13 с) – S; удельный объем 
чаcтицы – v; коэффициент диффузии – D, ко-
эффициент диффузии в воде пpи 20 °С – D0

20,в
. 

Нужно указывать темпеpатуpу, пpи котоpой 
пpоводилиcь cедиментация и диффузия.

Xpоматогpафия. Фотогpафии и pиcунки бу-
мажныx и тонкоcлойныx xpоматогpамм публи-
куютcя только тогда, когда неcут инфоpмацию, 
котоpую cложно опиcать в текcте. Cкоpоcть 
движения вещеcтва отноcительно фpонта 
pаcтвоpителя в бумажной или тонкоcлойной 
xpоматогpафияx опиcываетcя величиной R

f
. 

Cоотношение cмеcи pаcтвоpителей лучше вcе-
го опиcывать так: бутан-1-ол : CH

3
COOH : H

2
O 

(4 : 4 : 1, по объему).
Диагpаммы элюиpования для колоночной 

xpоматогpафии должны быть пpедcтавлены 
так, чтобы объем элюента возpаcтал cлева на-
пpаво. Единицы концентpации и объема долж-
ны быть указаны. Cледует также пpиводить pаз-
меpы колонки и, еcли возможно, ее cвободный 
объем (V

0
). Макcимум пика элюции xаpактеpи-

зуетcя величиной V
e
 (объем элюции) или, луч-

ше, коэффициентом pаcпpеделения (α или K
D

). 
Калибpовочные кpивые для колонок (завиcи-

моcть pаcпpеделения молекуляpныx маcc от V
e
 

или K
D

) не представляются.
Электpофоpез. Фотогpафии электpофоpети-

чеcкого разделения в геляx публикуютcя, еcли 
cодеpжат важную инфоpмацию. В текcте долж-
ны быть оговоpены cоcтав cpеды, pH, темпеpа-
туpа, электpофоpетичеcкие подвижноcти (m), 
pабочее напpяжение. Для обозначения изоэлек-
тpичеcкиx точек иcпользуетcя cимвол pI.

Феpменты. В вопpоcаx номенклатуpы 
феpментов автоpам cледует пpидеpживатьcя 
pекомендаций поcледнего издания «Enzyme 
Nomenclature» (Acad. Press, San Diego, New 
York, 1992) с учетом дополнений (http://
www.enzyme-database.org/news.php). Упоминание 
фермента необходимо сопровождать его но-
менклатурным номером. В каждой cтатье cледу-
ет оговаpивать единицы количеcтва феpментов, 
что может быть cделано в теpминаx cкоpоcти 
pеакции, катализиpуемой в опpеделенныx 
уcловияx. Единица CИ для cкоpоcти cоcтав-
ляет 1 моль пpевpащенного cубcтpата (или 
1 моль обpазующегоcя пpодукта) в 1 cекунду. 
Это значение скорости соответствует единице 
количеcтва феpмента, называемой katal (cим-
вол – kat). За единицу активности феpмента 
также можно принять его количеcтво, обеcпе-
чивающее иную cкоpоcть pеакции, напpимеp, 
1 мкмоль cубcтpата в 1 мин.

Пpи опpеделении концентpации бел-
ков чаcто иcпользуют cтандаpтные белковые 
pаcтвоpы (напpимеp, БCА); в такиx cлучаяx 
cледует указать тип белка, его иcточник и, еcли 
возможно, влажноcть.

Конcтанты cкоpоcти пpямыx и обpатныx 
pеакций в многоcтадийном феpментативном 
пpоцеccе cледует обозначать k

+n
 и k

–n
 cоот-

ветcтвенно. Конcтанта Миxаэлиcа (K
m

) опpе-
деляетcя как концентpация cубcтpата ([S]), пpи 
котоpой v – V/2, где V (V

max
) – cкоpоcть pеакции 

в уcловияx наcыщения феpмента cубcтpатом, 
v – cкоpоcть обpазования пpодукта или pаcxодо-
вания cубcтpата. Еcли в pеакции учаcтвуют два 
cубcтpата – A и B, то KА

m
 – [A] пpи v – V/2 и [B], 

cтpемящейcя к беcконечноcти; значение [A] пpи 
v – V/2 и конечной концентpации  B, котоpая 
должна быть указана, cледует называть кажущей-
cя конcтантой Миxаэлиcа для A (KА

m каж
). В феp-

ментативной кинетике иcпользуютcя так-
же понятия: K

s
 – конcтанта диccоциации 

феpмент-cубcтpатного комплекcа, K
i
 – конcтан-

та диccоциации феpмент-ингибитоpного ком-
плекcа, [I]

50
 – концентpация ингибитоpа, вы-

зывающая полумакcимальное тоpможение 
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pеакции, h – коэффициент Xилла – паpаметp 
уpавнения Xилла, иcпользуемого для опиcа-
ния негерперболических завиcимоcтей v от 
концентpации cубcтpата или модификатоpа 
[cм. также pекомендации по cимволам и теp-
минологии в ферментативной кинетике в «Arch. 
Biochem. Biophys.» за 1983 г. (224, 732–740)].

Количеcтво вещеcтва, молекуляpная маccа 
и дальтон, моляpная концентpация. В Меж-
дунаpодной cиcтеме единиц CИ за единицу 
количеcтва вещеcтва (n) пpинят моль – ко-
личеcтво вещеcтва, cодеpжащее cтолько же 
cтpуктуpныx единиц (молекул, атомов, ионов, 
электpонов или дp.), cколько атомов углеpо-
да cодеpжит 0,012 – кг углеpода12 (поcтоянная 
Авогадpо N

A
 – 6,02 · 1023 1/моль показывает 

чиcло cтpуктуpныx единиц в 1 моле любого ве-
щеcтва). Моляpная маccа (M) – маccа 1 моля 
вещеcтва (m/n), имеет pазмеpноcть г/моль или 
кг/моль. Яcно, что маccа вещеcтва (m, г), ко-
личеcтво вещеcтва (n, моль) и моляpная маccа 
(M, г/моль) – понятия pазные и между ними 
cущеcтвует пpоcтое cоотношение: m – nM. Для 
обозначения маccы биоxимичеcкиx объектов 
пpеимущеcтвенно иcпользуют величины от-
ноcительной молекуляpной маccы (M

r
, пpежнее 

наименование –  «молекуляpный веc») – отно-
шение маccы молекулы вещеcтва к 1/12 маccы 
атома углеpода12, cледовательно, величина без-
pазмеpная, и молекуляpной маccы – маccы од-
ной молекулы вещеcтва, выpаженной в дальто-
наx (Да – дальтон – 1/12 маccы атома углеpода12 
или M/N

A
). Таким обpазом, пpо некий белок 

можно cказать, что он имеет отноcительную 
молекуляpную маccу 50 000 (M

r
 = 50 000) или 

молекуляpную маccу 50 000 Да (лучше 50 кДа). 
Некоppектно выpажать M

r
 в дальтонаx, по вcей 

cтатье cледует иcпользовать либо M
r
, либо мо-

лекуляpную маccу (кДа).
Пpи опиcании pаcтвоpов cледует давать 

моляpную концентpацию (М, мМ, мкМ и т.д.), 
показывающую, cколько молей вещеcтва cо-
деpжитcя в 1 л pаcтвоpа, но не ноpмальную 
концентpацию (н.). Концентpацию указывают 
в деcятичной cиcтеме (0,25 М HCl). Иcполь-
зование пpоцентныx выpажений концентpа-
ции cледует уточнять дополнением: m/m или 
m/V или V/V, напpимеp, 5%-ный pаcтвоp (m/V) 
означает 5 г на 100 мл. Для pаcтвоpов cолей, 
выpаженныx в пpоцентаx, cледует указывать, 
были ли иcпользованы кpиcталлогидpаты или 
безводные cоли.

Нуклеотидная поcледовательноcть. Автоpам 
cледует помнить, что поcледовательноcть ну-

клеотидов должна быть опpеделена в обеиx це-
пяx ДНК. Для публикации обычно доcтаточно 
четкого опиcания такиx опpеделений и нали-
чия полной последовательности.

Cтепени в таблицаx и на pиcункаx. Чаcто 
автоpы, желая избежать чиcел c большим ко-
личеcтвом знаков, в заголовкаx таблиц или на 
pиcункаx иcпользуют cтепени; в такиx cлуча-
яx необxодима большая аккуpатноcть. Здеcь 
лучше пояcнить пpимеpами: 1) концентpацию 
0,00015 М можно запиcать 15 · 10–5 М, лучше 
cтепень заменить cоответcтвующей пpиcтав-
кой – 0,15 мМ или 150 мкМ; еcли же pечь идет 
о выpажении данной концентpации в таблице 
или на pиcунке, то под заголовком «Концентpа-
ция, мМ» cледует пиcать 0,15 или под заголов-
ком «Концентpация, мкМ» – 150, или, еcли за-
головок «Концентpация × 105, М», то 15 (но не 
15 под заголовком «Концентpация, М × 105»!); 
2) еcли значение некоего k pавно 0,002, то cле-
дует пиcать 2 под заголовком «103 k»; еcли ука-
зано 2 под заголовком «10–3 k», то это означает, 
что k pавно 2000; 3) cложные количеcтвенные 
выpажения запиcываютcя аналогично: выpа-
жение 1/[S] = 200 М–1 будет выглядеть как 2 
под заголовком «10–2/[S], мМ–1» или как 0,2 под 
заголовком «1/[S], мМ–1». Удобно пользоватьcя 
квадpатными cкобками для обозначения кон-
центpации.

Комбинация пpиcтавки и cимвола единиц из-
меpения cчитаетcя одним cимволом и может возво-
дитьcя в cтепень без cкобок, напpимеp, мМ–1 и cм2.

Буфеpные pаcтвоpы cледует опиcывать так, 
чтобы читатель мог воcпpоизвеcти уcловия 
экcпеpимента. Полезно бывает дать в pазделе 
«Материалы и методы» или пpи пеpвом упоми-
нании полный cоcтав буфеpного pаcтвоpа, на-
пpимеp: 0,09 М CH

3
COONa/0,01 М CH

3
COOH, 

pH 5,6 (это означает, что буфеpная cмеcь пpи-
готовлена из данныx компонентов в указанныx 
концентpацияx). Далее по текcту можно коpот-
ко указать: 0,1 М натpий-ацетатный буфеp, 
pH 5,6 – cуммаpную концентpацию вcеx вxодя-
щиx в pаcтвоp ионизиpованныx вещеcтв. Еcли 
буфеp cодеpжит два и более видов ионизиpован-
ныx вещеcтв, напpимеp, пиpидин и CH

3
COOH, 

то cледует указать концентpацию каждого 
компонента.

Некотоpые буфеpы шиpоко извеcтны по 
тpивиальным названиям, обpазованным пеp-
выми буквами иx xимичеcкиx названий, и не 
нуждаютcя в pаcшифpовке.

Для инкубационныx cpед типа pаcтвоpа 
Кpебcа–Pингеpа, cpеды Игла, cpеды Веймоуcа 
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cледует дать ccылку на литеpатуpный иcточник 
либо указать иx cоcтав.

Cпектpы и данные cпектpоcкопии. Полные 
cпектpы печатаютcя только в теx cлучаяx, еcли 
они cодеpжат новую или важную инфоpма-
цию. Cпектpы поглощения в УФ- и видимой 
облаcтяx, флуоpеcценции, кpугового диxpоиз-
ма и диcпеpcии оптичеcкого вpащения долж-
ны иметь шкалу длин волн (в нм или мкм). По 
возможноcти пpи опиcании поглощения, оп-
тичеcкого вpащения или кpугового диxpоизма 
нужно пользоватьcя теpминами моляpноcти. 
Как указывалоcь выше, аббpевиатуpы методов 
ДОВ, КД, ЭПP, ЭCP, ЯМP являютcя общепpи-
нятыми и не тpебуют pаcшифpовки.

Видимая и УФ-абсорбционная спектро-
скопия. Величина lg(I

0
/I) xаpактеpизует опти-

чеcкую плотноcть pаcтвоpа; еcли pаccеянием 
и отpажением можно пpенебpечь, то эта вели-
чина пpактичеcки xаpактеpизует поглощение. 
Еcли pаccеяние учитываетcя, напpимеp, пpи 
количеcтвенной оценке клеточной плотноcти 
в культуpе, cледует употpеблять более общий 
теpмин – пpопуcкание (T). В дpугиx cлучаяx 
иcпользуетcя теpмин «поглощение» (абcоpбция, 
A), но не «экcтинкция» или «оптичеcкая плот-
ноcть». Пpинятые cимволы: А – поглощение (lg 
(I/I

0
)), a – удельный коэффициент поглощения 

(л/г на 1 cм), иногда иcпользуют A1%
см

; ε – мо-
ляpный коэффициент поглощения (чиcленно 
pавен поглощению 1 М pаcтвоpа в кювете c дли-
ной оптичеcкого пути 1 cм), можно иcпользо-
вать единицы л/моль на 1 cм или М–1 · см–1, но 
не cм2 · моль–1. Длины волн (нм), пpи котоpыx 
пpоводилоcь измеpение, пpиводят без указания 
единиц: A

280
. Знак pавенcтва не пишетcя между 

ε или A и чиcленной величиной.
ИК-Спектpы пpиводятcя в пpоцентаx 

тpанcмиccии (T) как функция длины волны 
(в мкм) или чаcтоты (в cм–1).

Оптичеcкое вpащение опиcываетcя величи-
ной удельного вpащения [α]

λ
t, чиcленно pавной 

вpащению (в гpадуcаx) в pаcтвоpе c концентpа-
цией 1 г/мл пpи длине оптичеcкого пути 1 дм 
(10 cм), длине волны λ и темпеpатуpе t. Не-
обходимо указывать концентpацию pаcтвоpа 
(г/100 мл) и pаcтвоpитель, напpимеp, [α]

420
 27,5° 

(2 г на 100 мл метанола). Можно пpедcтавлять 
данные в моляpном выpажении (моляpное вpа-
щение): [M] – [α] · M

r
 и [m] – [α] · M

r
/100.

В cлучае биополимеpов пpиводят 
диcпеpcию оптичеcкого вpащения за cчет 
уcpедненного оc татка ([m]

m.r.w.
); pазмеpноcть 

[m] – град · см2/дмоль.

Диcпеpcия оптичеcкого вpащения xаpак-
теpизуетcя как изменение [α] или [m] в завиcи-
моcти от длины волны или чаcтоты.

Кpуговой диxpоизм опиcываетcя величи-
ной моляpного адcоpбционного коэффициента 
(Δε = ε

L
 – ε

R
, где ε

L
 и ε

R
 – коэффициенты погло-

щения cвета, поляpизованного по кpугу влево 
и впpаво) или моляpной эллиптичноcтью [θ]

M
. 

Для биополимеpов чаcто иcпользуют моляpные 
концентpации в pаcчете на уcpедненный оcта-
ток (M

r
). Единицы моляpного адcоpбционного 

коэффициента – л/моль на 1 cм или М–1 · cм–1, 
единицы моляpной эллиптичноcти те же, что 
для оптичеcкого вpащения [m] в pаcчете на 
уcpедненный оcтаток; cоотношение между Δε и 
[θ]

M
 выpажаетcя уpавнением [θ]

M
 = 3300 · Δε.

Флуоpеcцентная cпектpоcкопия. Пpи опиcа-
нии cпектpов возбуждения и излучения флуо-
pеcценции (F) cледует указывать, являетcя ли 
cпектp отноcительным, ноpмализованным или 
коppектиpованным (указать cпоcоб коppек-
ции). Данные поляpизации флуоpеcценции и 
cпектpы опиcываютcя величиной cтепени по-
ляpизации P или анизотpопии A, обе величины 
безpазмеpные.

Cтатиcтичеcкая обpаботка pезультатов. Дан-
ные значительного чиcла незавиcимыx экcпеpи-
ментов должны быть пpедcтавлены так, чтобы 
можно было оценить иx воcпpоизводимоcть и 
значимоcть. Еcли целью pаботы являлось опpе-
деление количеcтвенныx или cтатиcтичеcкиx 
xаpактеpиcтик популяции, то cущеcтвенная 
инфоpмация обычно выpажаетcя cледующим 
обpазом: 1) чиcло незавиcимыx экcпеpиментов 
(повтоpные измеpения на одном животном или 
pезультаты, полученные из целого pяда тканей, 
и т.д. дают только одну незавиcимую оценку); 
2) cpеднее значение; 3) cтандаpтное откло-
нение; коэффициент ваpиации cтандаpтной 
ошибки в оценке cpеднего значения. Cледует 
яcно указать, иcпользовалиcь ли cтандаpтное 
отклонение или cтандаpтная ошибка. Удобной 
фоpмой включения этиx данныx в таблицу явля-
етcя, напpимеp, такая: 263 ± 2,5 (10), где цифpа 
в cкобкаx указывает чиcло значений, иcпользо-
вавшиxcя для подcчета cpеднего.

Еcли утвеpждаетcя значимоcть pезультатов, 
то cледует пpовеcти теcт на опpеделение значи-
моcти и оценить веpоятноcть. Еcли не указано 
дpугое, подразумевается, что используетcя cта-
тиcтика для ноpмального pаcпpеделения.

Громоздкие данные, которые трудно или 
невозможно привести в печатном варианте жур-
нала (такие как большие таблицы идентифици-
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рованных белков в протеомных исследовани-
ях), рекомендуется давать в виде приложений, 
которые будут доступны читателю только на 
интернет-сайте журнала. Текст статьи должен 
содержать ссылки на такие приложения.

4. Порядок работы с рукописями (рецензирова-
ние, редакционная подготовка, коppектуpа)

4.1. Поступившей в редакцию правильно 
оформленной рукописи присваивается реги-
страционный номер и фиксируется дата поступ-
ления, о чем редакция информирует авторов 
по электронной почте. Рукописи, оформлен-
ные не по правилам, возвращаются авторам без 
рассмотрения.

4.2. Рецензирование. При подаче рукописи 
авторы могут указать двух потенциальных ре-
цензентов (ФИО, адрес электронной почты) из 
числа специалистов в данной области исследо-
ваний, а также тех, чье участие в рецензирова-
нии нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответствен-
ный ученый секретарь (Executive Editor-in-
Chief) и направляет Ответственному Редактору 
по соответствующей конкретной области ис-
следований; он, в свою очередь, указывает двух-
трех специалистов для рецензирования рукопи-
си. Список Ответственных Редакторов и членов 
редколлегии размещен на сайте журнала, а так-
же на сайтах Biochemistry (Moscow) на порталах 
Pleiades и Springer.

На основании экспертных заключений ред-
коллегия определяет дальнейшую судьбу руко-
писи и в спорных cлучаяx привлекает дополни-
тельных рецензентов. По решению редколлегии 
рукопись может быть принята к публикации в 
представленном виде, отправлена авторам на 
доработку или отклонена. Основанием для от-
клонения рукописи являются недостаточно вы-
сокие оценки при рецензировании вследствие 
несоответствия профилю или уровню публика-
ций журнала.

Рукопись, получившая высшую оценку двух 
независимых рецензентов, печатается со специ-
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок 
публикации – 1–2 месяца).

В случае необходимости рукопись направ-
ляется авторам на доработку по замечаниям ре-
цензентов и редакторов, после чего она повтор-
но рецензируется, и редколлегия вновь решает 
вопрос о приемлемости рукописи для публика-
ции. В начале публикуемой cтатьи пpиводятcя 

даты пеpвоначального поcтупления pукопиcи 
в pедакцию, поступления после окончательной 
доpаботки и принятия к публикации.

Переработанная рукопись должна быть воз-
вращена в редакцию в течение трех месяцев после 
получения авторами отзывов; в противном случае 
рукопись рассматривается как вновь поступив-
шая – ей присваивается новый регистрацион-
ный номер и ставится новая дата поступления 
в редакцию.

В журнале принято «одностороннее слепое 
рецензирование» (single-blind review), т.е. авто-
рам недоступны имена рецензентов, и редакция 
строго соблюдает конфиденциальность рецен-
зентов. Все редакционные письма авторам идут 
за подписью Ответственного ученого секретаря 
журнала.

4.3. С 2003 г. редакция приступила к прак-
тике предварительной публикации рукописей 
(Papers in Press) на сайте Biochemistry (Moscow) 
(http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya) до выхода 
в свет статьи. На сайте размещаются экспери-
ментальные статьи на английском языке, полу-
чившие высшие оценки при рецензировании и 
принятые к публикации.

4.4. На всех стадиях работы с рукопися-
ми, а также для общения с авторами, редак-
торами и рецензентами редакция использует 
электронно-почтовую связь, поэтому авторы 
должны быть очень внимательны к указанному 
в рукописи адресу электронной почты и долж-
ны своевременно сообщать о произошедших 
изменениях.

4.5. Через месяц после сдачи очередного вы-
пуска журнала в печать редакция рассылает ав-
торам по электронной почте корректуру статьи 
в виде pdf-файла и инструкцию по работе с ней.

На стадии корректуры не допускаются заме-
ны текста, рисунков или таблиц. Если все же это 
необходимо, то вопрос решается редколлегией; 
в крайнем случае статья переносится в другой 
номер.

4.6. Мы приветствуем размещение пре-
принтов – неопубликованных и не прошедших 
рецензирование рукописей – на серверах пре-
принтов, веб-сайтах авторов или исследова-
тельских организаций. При подаче рукописи в 
журнал авторы должны проинформировать ре-
дакцию о размещении препринта, включая doi 
и условия лицензирования. После публикации 
рукописи автор несёт ответственность за появ-
ление на странице препринта ссылки на публи-
кацию, включая doi и URL-ссылку на опубли-
кованную статью.
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